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Untersuchungen iiber den Mechanismus der Thrombin- 
aktivierung durch Chloroform im Plasma und Serum. 
Il. Mitteilung: 

Die Wirkungen des Chloroforms auf Serum. 

Von 
H. Scheuring. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Johann-Kasimir-Universitat in 
Lwéw, Polen.) 


(Eingegangen am 3. Mai 1937.) 


Das Serum hat eine wesentlich andere Bedeutung fiir die Blut- 
gerinnung als das in der I. Mitteilung! behandelte Oxalatplasma: Es 
enthalt kein Fibrinogen und kein Oxalat, dagegen freie Ca-Ionen, die 
fiir den GerinnungsprozeB sehr wichtig sind. Aus diesem Grunde soll 
zur Klarung des Chloroformeinflusses auf den Gerinnungsvorgang die 
Chloroformwirkung auf das Serum naher untersucht werden. 

Es ist aligemein bekannt, daB unter dem Einflu8 von Chloroform 
der Thrombingehalt im Serum stark ansteigt. Im folgenden wird 
untersucht, einerseits wie in dieser Beziehung verschiedene Arten der 
Chloroformierung wirken, andererseits wird die Thrombinmenge mit 


Hilfe der Bestimmung der Gerinnungskraft ermittelt, wodurch manche 
wichtige Einzelheiten festzustellen sind, welche mittels der Bestimmung 
der Gerinnungszeit nicht erfaBt werden. 


Die Abhingigkeit der Thrombinaktivierung im Serum von der Art der Chloro- 
formierung. 


Von drei Proben Hundeserum wurde die erste mit Chloroform unter- 
schichtet, die zweite im Verhaltnis 50: 1 und die dritte im Verhaltnis 2: 1 
mit Chloroform geschiittelt. Nach den in Tabelle I angegebenen Zeiten 
wurde ihre Gerinnungskraft mit Hundeoxalatplasma in der iiblichen Weise # 
untersucht. Zur Kontrolle wurde dasselbe Oxalatplasma mit physiol. 
Kochsalzlésung und mit untersuchtem Serum zu Beginn des Versuchs und 
nach 24stiindigem Aufbewahren bei Zimmertemperatur auf seine Ge- 
rinnungskraft gepriift und dabei die zur Entstehung einer Spur von Ge- 
rinnung (Fibrinflocken) und zur vollstaéndigen Gerinnung nétige CaCl,- 
Menge beriicksichtigt. Das Ergebnis des Versuchs ist in Tabelle I dargestellt. 


Die Tabelle I zeigt, daB der ChloroformeinfluB auf die Thrombin- 
aktivierung bei Serum im allgemeinen ahnlich wie beim Oxalatplasma ist. 
Die Geschwindigkeit der Thrombinaktivierung hangt stark von der 
Art der Chloroformierung ab. Bei dem mit Chloroform unterschichteten 


1 H. Scheuring, diese Zeitschr. 291, 385, 1937. — ? Derselbe, ebenda 
277, 437, 1935. 
Biochemische Zeitschrift Band 292. 





H. Scheuring: 


Tabelle I. 





0,1 cem nor-  0,0lcem_ nor- 
males Plasma males Plasma 
+ 0,lcem mit + 0,leem mit 
Chloroformim | Chloroformim 
Verhiltnis Verhiltnis 
50:1 geschiit- 2:1 geschiit- 
teltes Serum teltes Serum 
+ 0,1 eem + 0,lecm 
CaCly-Lisung | Ca Clo-Lisung 


0,1 eem = nor- 
0,Lcem nor- males Plasma 
males Plasma + 0,leem mit 
+ 0,leem nor- Chloroform 
males Serum unterschich- 

+ 0,1 cem tetes Serum 
Ca Clp-Lésung + 0,1 cem 
CaCl, Lisung 


0,1 ecm 
normalesPlas- 
ma + 0,1 ecm 

physiol. 

Kochsalzlé- 
sung + 0,1 cem 
Ca Cl,-Lésung 





ratur aufbewahrt) 


Gerinnungskraft in mg CaCl» 
s Voll- q Voll- s Voll- s Voll- Voll- 
Spur standig | SPY stindig SP" stundig SPU standig stindig 


Zeit der Untersuchung nach 
Chloroformeinwirkung in 
Stunden (bei Zimmertempe- 


Sofort | 0,29 0,26 0,10) 017 — — 010° 0,20 
a5 j|—|—~- |—| — [eso! e137 | een! os 
15 |— | — | =] — |007! 016 | 0,00! 014 
ee ee eee oe Cee oe 

24,0 | 0,20 0,31 010 021 015 021 000 x 


x = keine vollstandige Gerinnung, 0 = keine Gerinnung. 


’ 
’ 
b] 


Serum findet erst nach 1'/, Stunden eine unbedeutende Thrombinvermehrung 
statt, welche nach 3 Stunden stark zunimmt. Dagegen ist bei dem mit 
Chloroform im Verhaltnis 50: 1 geschiitteltem Serum sofort nach dem Aus- 
schiitteln eine Gerinnungshemmung festzustellen. Diese ist, ahnlich wie 
beim Oxalatplasma (s. vorige Mitteilung), dem unmittelbar hemmenden 
EinfluB des Chloroforms zuzuschreiben. ‘Nach !/, Stunde sehen wir daneben 
eine Thrombinvermehrung, welche sich im Auftreten einer Gerinnungs- 
spur bei kleinerem CaCl-Zusatz auBert. Ganz anders verhilt sich das 
Serum beim Ausschiitteln mit Chloroform im Verhaltnis 2:1. Hier zeigt 
sich sogleich eine Thrombinzunahme, welche eine Gerinnungsspur ohne 
jeden CaCl,-Zusatz verursacht, gleichzeitig aber kann dasselbe Serum keine 
vollstandige Gerinnung, auch nicht nach Zusatz von 0,55 mg CaCl,, ver- 
ursachen. 


. 


Nach diesen Befunden miissen wir feststellen, daB das im Serum 
geléste Chloroform die Vermehrung des Thrombins verursacht, daB 
dagegen das emulgierte Chloroform die Gerinnung unmittelbar hemmt, 
und zwar um so starker, je groBer der ChloroformiiberschuB ist. Wenn 
dieser nicht zu groB ist (Verhaltnis 50: 1), so kann die Hemmung durch 
spatere Thrombinaktivierung verdeckt werden. Man muB also eine die 
Gerinnung direkt hemmende und indirekt verstiérkende Chloroform- 
wirkung annehmen. 


Nach 24stiindiger Chloroformeinwirkung sehen wir bei allen Serum- 
arten eine Gerinnungshemmung. Sie tritt auch bei dem mit Chloroform 
nicht behandelten Serum ein, ist aber beim chloroformierten Serum 
viel stiirker, und zwar um so mehr, je stérker das Serum chloroformiert 
wurde. Die Ursachen dieser Hemmung werden spater besprochen 
werden. 
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Mechanismus der Thrombinaktivierung durch Chloroform usw. II. 


Beim Vergleich der Tabelle I mit Tabelle I und IIT, Spalte V, der 
I. Mitteilung (1. c.) sieht man, daB die Gerinnungsverstarkung, also die 
Thrombinaktivierung, in allen Fallen ahnlich vor sich geht. 


Mechanismus der Thrombinaktivierung durch Chloroform. 


Auf welche Weise wird nun das Thrombin im Serum aktiviert, wird 
frisches Thrombin gebildet oder findet eine Reaktivierung von inak- 
tivem Thrombin statt? Obgleich Serum kein Fibrinogen enthalt, 
konnten wir eine Analogie zwischen Thrombinaktivierung im Oxalat- 
plasma und Serum feststellen. Es liegt daher die Vermutung nahe, daB 
im Serum ein Koérper vorhanden ist, der, obwohl er nicht gerinnungs- 
fihig ist, sich Thrombin gegeniiber ahnlich wie Fibrinogen verhalt, 
d.h. Thrombin ad- und absorbiert und unter Chloroformeinwirkung 
freigibt. Um diese Frage zu entscheiden, wurde ein ahnlicher Versuch 
wie mit Plasma angestellt: 

Drei gleiche Proben von Serum wurden mit Chloroform im Verhalt- 
nis 2:1 stark geschiittelt. Nach Absitzen des Chloroforms wurde das 
Serum abpipettiert und der eine Teil des Chloroformauszuges sofort, der 
zweite nach einer halben Stunde und der dritte nach 1'/, Stunden mit der 
gleichen Menge physiol. Kochsalzlésung behandelt. Die drei Chloroform- 
spilfliissigkeiten wurden mit normalem Oxalatplasma auf ihre Gerinnungs- 


kraft untersucht. 
Tabelle LI. 





Gerin- 
nungs- 
kraft 
in mg 
CaCly 


+0,lcem physiologische Kochsalzlisung +. . ee sean 0,26 


—— +0,1 , Spilflissigkeit sofort nach d. Ausscbiitteln + CaCl - 0,22 
‘)40, 100. 5 » » + {Lisun- 0,20 


Plasma ” ” 3 
11), , a - aa gen 0,22 


b) ” 


Das Ergebnis (Tabelle II) entspricht ganz dem beim Versuch mit 
Plasma (vgl. Tabelle V der I. Mitteilung); die Unterschiede sind nur 
quantitativer Natur. AuBerdem ist wie beim vorigen Versuch fest- 
zustellen, daB die Thrombinaktivierung beim Serum schwacher ist als 
beim Plasma. Dagegen ist die nach 11/, Stunden eingetretene Ver- 
minderung der Gerinnungskraft in beiden Versuchen tibereinstimmend. 

Auf Grund dieser Versuche miissen wir einen gleichen Mechanismus 
der Thrombinaktivierung durch Chloroform im Oxalatplasma und im 
Serum annehmen. Da jedoch das Serum kein Fibrinogen enthalt, muB 
es auBer Fibrinogen einen anderen Korper geben, der im Serum und 
demnach auch im Plasma vorhanden ist, welcher die Fahigkeit besitzt, 
Thrombin auf die in der I. Mitteilung angegebene Weise zu binden und 
es unter Chloroformeinwirkung abzuspalten. Die Tatsache, da im 

1 * 





4 H. Scheuring: 


Plasma mehr Thrombin als im Serum aktiviert wird, beweist, dal 
sowohl Fibrinogen als auch dieser Serumkérper Thrombin enthalten. 
Letzterer wirkt insofern gerinnungshemmend, als er einen Teil des 
Thrombins adsorbiert und auch in dieser Verbindung gerinnungsunfahig 
ist. Er neutralisiert also einen Teil des Thrombins und ist demnach ein 
Antithrombin. 


Der Mechanismus der Thrombinaktivierung ist von der Anwesenheit 
der Ca-Ionen unabhangig, da das Thrombin durch Chloroformwirkung 
nicht gebildet, sondern nur aktiviert wird. Folglich muB angenommen 
werden, da das Oxalatplasma nicht nur, wie fast allgemein an- 
genommen wird, Muttersubstrate des Thrombins enthalt, sondern auch 
fertiges Thrombin. 


Unterschiede der Chloroformwirkung auf Plasma und Serum. 


Wie wir gesehen haben, ist die Menge des durch Chloroform akti- 
vierten Thrombins im Oxalatplasma gréBer als im Serum. Dies kann 
jedoch ein zufalliger Befund sein; da die beiden benutzten Substrate 
von verschiedenen Tieren stammten. Da die Entscheidung dieser Frage 
zur Lésung des oben dargestellten Fibrinogenantithrombinproblems 
beitragen kénnte, wurde ein Versuch mit Plasma und Serum desselben 
Tieres durchgefiihrt. 


‘ 


Das Blut wurde einem Hunde aus der Art.Carotis entnommen. Wie 
Nolj' gezeigt hat, gerinnt die erste Blutportion schwerer als die folgenden, 
d.h. sie enthaélt weniger Thrombin. Es wurden daher zuerst 100 cem 
Blut unter Zusatz von 0,2 g Na-Oxalat, sodann 200 cem Blut ohne 
gerinnungshemmenden Zusatz zwecks Serumgewinnung und zum SchluB 
wiederum 100cecm mit Oxalatzusatz entnommen. Die beiden Proben 
des Oxalatblutes wurden vermischt und abzentrifugiert. 


Tabelle III. 





Kontrollen 





0,1 cem chloro- 0,leem_ chloro- 
formiertes Oxa- formiertes 

latplasma Serum + 0,1 cem 
+0,l ecm nor- normales Oxa- 
males Oxalat- latplasma 
plasma+0,1 com +0,leem CaCl- 
Ca Cl,-Liésung Lisung 


g in 


| 0,1cem Oxa- 
0,lcem Oxalat- | jatplasma 


plasma+0,lcem | 
hysiologische i‘ Mth, oman plasma 
“otcem | toteem | Gye Se 
CaCly-Lisung Ca joe - sung 


0,2 cem 
Oxalat- 


Zeit der 
|| Untersuchungen nach 
Stunden 








| Chloroformierun 


Gerinnungskraft in mg Ca Cl» Gerinnungskraft in mg CaCl, 


| 


0.23 | 0,12 0,35 | 0,45 | 0,15 
os ae aii 0,45 | 9,12 

_ -- ae 2 0,39 0,11 

res ee ic 24 0,00* | 0,05* 


* Weiches Gerinnsel. 


' P, Nolf, Arch. Intern. de Physiol. 16, 374, 1921. 
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Mechanismus der Thrombinaktivierung durch Chloroform usw. II. 5 


Das so gewonnene Plasma und Serum, die hinsichtlich ihres urspriing- 
lichen Gerinnungswertes gleichwertig sind, wurden mit Chloroform im 
Verhaltnis 50:1 geschiittelt und mit normalem Oxalatplasma in iiblicher 
Weise auf ihre Gerinnungskraft untersucht. (Ergebnis in Tabelle IIT.) 

Aus der Tabelle III geht hervor, daB unter gleichen Bedingungen 
ziemlich groBe Unterschiede der Thrombinaktivierung im Plasma und im 
Serum bestehen. Die unmittelbare Chloroformhemmung (s. I. Mitteilung) 
ist beim Plasma starker als beim Serum. Die Geschwindigkeit der Thrombin- 
aktivierung ist beim Serum, wenn man die direkte Chloroformhemmung 
nicht beriicksichtigt, viel gréBer als beim Plasma: Die Gerinnungskraft der 
Kontrolle Oxalatplasma + Serum betrigt 0,12 mg CaCl, und nach drei- 
stiindiger Chloroformeinwirkung 0,08 mg CaCl,; die Gerinnungskraft ist 
also um 0,04 mg CaCl, gestiegen. Die Gerinnungskraft des chloroformierten 
Oxalatplasmas zeigt dagegen im Vergleich mit der entsprechenden Kontrolle 
eine Abschwachung um 0,03 mg CaCl,. Beriicksichtigt man jedoch die direkte 
Chloroformhemmung, so ergibt sich ein Anstieg der Gerinnungskraft beider 
Substrate wahrend dreistiindiger Chloroformeinwirkung um 0,07 mg CaCl,. 
Daraus ist zu schlieBen, daB die Menge des dwich Chloroform in derselben 
Zeit aktivierten Thrombins die gleiche ist, dafB dagegen die unmittelbare 
Chloroformhemmung im Plasma starker ist als im Serum. Demgegeniiber 
ist die Menge des nach 24stiindiger Chloroformeinwirkung aktivierten 
Thrombins, wie aus der Tabelle III hervorgeht, im Plasma gréBer als im 
Serum. Der Unterschied ist sehr erheblich, wenn man in Betracht zieht, 
daB das chloroformierte Plasma eigenes Na-Oxalat enthalt, welches auf 
Thrombin wirkt. Wahrend man zur Gerinnung von 0,2 cem Oxalatplasma 
0,35 mg CaCl, bendtigt, sind zur Gerinnung von 0,1 cem Oxalatplasma 
+ 0,leem Serum nur 0,12 mg CaCl, erforderlich. Nach 24 Stunden der 
Chloroformeinwirkung ist also die Gerinnungskraft des Plasmas um 0,35 mg 
und die des Serums um 0,07 mg CaCl, angestiegen, erstere ist also wenigstens 
um 0,28 mg CaCl, gréBer als die des Serums. In beiden Fiillen ist aber das 
Jerinnsel bei jedem CaCl,-Zusatz weich. Wir haben es also nicht mit einer 
Hemmung des Thrombins, sondern der Fibrinbildung zu tun. Diese wurde 
schon in der I. Mitteilung naher besprochen. 


Zusammenfassend stellen wir fest: Die Geschwindigkeit der Throm- 
binaktivierung ist beim Plasma und Serum gleich, die Menge des Throm- 
bins und die unmittelbare Chloroformhemmung ist beim Plasma gréRer 
als beim Serum. Es folgt daraus, daB Thrombin auf Fibrinogen und 
Antithrombin verteilt ist, was die Ursache dafiir ist, da der Thrombin- 
gehalt des Plasmas gréBer ist als der des Serums. Die Geschwindigkeit 
und der Aktivierungsmechanismus durch Chloroform ist in beiden 
Substraten identisch, was den SchluB zulaBt, daB auch die Thrombin- 
bindung in beiden identisch ist. Fibrinogen und Antithrombin binden 
also das Thrombin auf dieselbe Weise, die Verschiedenheit der Wirkung 
dieser Bindung hangt nur von den verschiedenen biochemischen Eigen- 
schaften dieser Korper ab. 


Mechanismus der Gerinnungsinderungen bei Chloroformeinwirkung. 


Warum ist nun die Chloroformhemmung im Plasma starker als im 
Serum? Zur Ermittlung dieser Frage wurde ein ahnlicher Versuch wie 
in Tabelle II1 durchgefiihrt. 
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Das Blut wurde auf dieselbe Weise entnommen, jedoch eine andere 


Chloroformierungsart verwendet, und zwar wurden Plasma und Serum mit 
dem halben Volumen Chloroform in der Weise gemischt, daB das Chloroform 
zu feinen Trépfchen geschlagen wurde, ohne daB das chloroformierte 
Substrat schiumte. (Es zeigte sich naimlich in einem anderen Versuch, da 
Serum bzw. Plasma durch Schéumen in zwei Fraktionen geteilt wird, die in 
vielen Beziehungen sehr verschieden sind. Dariiber wird spater berichtet 
werden.) Die Substrate wurden sodann in verschiedenen Zeiten auf ihre 
Gerinnungskraft mit normalem Plasma untersucht, auBerdem wurde der 
N-Gehalt, einmal vor der Chloroformierung, sodann nach der Fibrinogen- 
fallung (d. i. nach 2, 24 und 72 Stunden), untersucht. Die durch Chloroform 
ausgefallten Proteine wurden vor der Untersuchung stets abzentrifugiert. 
Zur Kontrolle wurden simtliche Lésungen vor der Chloroformierung und 
die nicht chloroformierten Substrate nach 24 und 72 Stunden untersucht. 
Die chloroformierten Proben wurden bei Zimmertemperatu, die Kontrollen 
im Kihlschrank aufbewahrt. Das Ergebnis des Versuchs ist in Tabelle IV 
dargestellt. 


Tabelle IV. 





Kontrollen Plasma Serum 





0,leem Kon- 0,leem Kon- 

Sashonee Eton 0,leem Kontroll- | 0,1 cem Kontroll- 

latplasma 1} Odean Eiken Oxalatplasma Oxalatplasma 
+0,lccm | |, Decca untersuch- | +9, ecm unter- | + 0,1 ccm unter- 

Zeit d phys. Na Cl) oo eue suchtes Plasma suchtes Serum 

a” +01eem 'S Plasma} tes Serum | | 0,Leem CaClo- | + 0,leem Ca Cl,- 

Unser. CaCl-Lé- 791 cem | + 0,1 ecm ” Lésan Es  ” Lésan 

suze Ca Cla-Lé- | Ca Cl,-Li- rite oaae 

oune sung sung’ 


0,lecm Kon- 
troll-Oxa- 


suchung 


ie- ° G 
Gerinnungs- 
Gerinnungskraft in mg CaCl, 7. kraft in wa kraft in 
mg CaCl, - mg CaCl, 
mg-9/¢ mg-°/o 


Gerinnungs- 


Vor d.Chloro- | 
formieren . 0,13 868 0,35 0,13 


~ 


Sofort _ a 0,35 0,13 
| 1Std.| — ea 0.40 ~ | O11 
2, mes = : 0.38 0.07 
24° 0,21 0,40 0.00 * 0,05 * 
72° 0,23 0,45 * 0,35 * 0.14 * 


* Weiches Gerinnsel. 


Nach dem 
Chloroform 


Die Wirkung des Chloroforms auf das Plasma und Serum ist dem- 
nach eine sehr tiefgreifende. Wir kénnen zwei Phasen dieser Wirkung 
unterscheiden: Die erste ist die Phase des N-Verlustes, welche der 
Periode der Fibrinogenfallung entspricht. Sie ist selbstverstandlich beim 
Plasma viel deutlicher als beim Serum, obwohl sie auch bei letzterem 
angedeutet ist, was beweist, da auch Serum einen durch Chloroform 
faillbaren, also dem Fibrinogen verwandten EiweiBkérper enthalt. Die 
zweite Phase ist die der N-Vermehrung. Sie ist die Folge von zwei 
unter der Chloroformeinwirkung sich abspielenden Vorgangen, der Riick- 
lésung der gefallten Eiwei8k6rper und der Wasserentziehung durch 
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Chloroform. Wie aus der Tabelle IV ersichtlich ist, betrigt der durch 
Chloroformfallung bedingte N-Verlust beim Plasma 56 mg-%, d.h. 
6.5%, und beim Serum 7 mg-%, d.h. 0,8% des Gesamtstickstoffs. 
Dagegen betragt der N-Zuwachs durch Wasserentziehung beim Plasma 
14 mg-%, d. h. 1,2 °%, und beim Serum 42 mg-%, d. h. 4,6 %, des Gesamt- 
stickstoffs. Wahrend die Zahlen des N-Verlustes wegen der Fibrinogen- 
fallung leicht verstandlich sind, scheinen die Zahlen der Wasserent- 
ziehung widersinnig zu sein, da, wie man aus der Tabelle IV sieht, das 
Plasma mehr Wasser als Serum enthalt, weshalb seine Entquellung 
durch Chloroform leichter und schneller vor sich gehen sollte. Das 
gegenteilige Verhalten kann entweder durch die starkere Quellungs- 
tendenz der Plasmaproteine, vor allem des Fibrinogens, oder die 
Wasseranziehung durch das Natriumoxalat oder schlieBlich durch 
beide Ursachen zusammen erklart werden. Hieriiber wird weiter unten 
noch berichtet werden. 

Wenn wir nun das Verhalten der Gerinnungskraft in den beiden 
Phasen der Verminderung und Vergr6éBerung des N-Gehaltes betrachten, 
so sehen wir, daB sich Plasma und Serum verschieden verhalten. Sofort 
nach der Chloroformierung tritt keine direkte Chloroformhemmung auf; 
dies ist auf die Art der Chloroformierung zuriickzufiihren: Chloroform 
zeigt, wie wir schon bemerkt haben und was dieser Versuch bestitigt, 
nur dann die unmittelbare anfingliche Hemmung, wenn es emulgiert 
wird. Erst nach 1] Stunde der Chloroformeinwirkung tritt im Plasma 
eine Hemmung auf, was als die Folge der Fibrinogenfaillung zu_be- 
trachten ist. Dabei wird das Thrombin mitgerissen, wie in der I. Mit- 
teilung bewiesen wurde. Hierin liegt der Grund fiir die Verminderung 
der Thrombinmenge im Plasma und fiir die Verminderung seiner Ge- 
rinnungskraft. In der zweiten Stunde der Chloroformeinwirkung geht 
diese Hemmung teilweise zuriick, was der Fibrinogenschidigung und der 
damit verbundenen Lésung der Bindung zwischen Fibrinogen und 
Thrombin entspricht (vgl. 1. Mitteilung). — Beim Serum kommt natiirlich 
keine Hemmung durch Fibrinogenfallung in Frage: Die Menge der durch 
Chloroform gefallten Proteine ist zu klein, als daB so viel Thrombin 
mitgerissen wiirde, daf eine Hemmung auftraite. Die Gerinnungskraft 
wird daher von Anfang an verstarkt, diese Verstarkung ist jedoch in 
der ersten Stunde halb so groB wie in der zweiten, was der Gerinnungs- 
hemmung in der ersten Stunde bei Plasma entspricht und durch die 
Proteinfallung durch Chloroform erklart werden kann. Es ist also an- 
zunehmen, daB das durch Chloroform im Serum gefallte Protein das 
Antithrombin ist, was schon P. Bordet! annahm. 

Nach 24stiindiger Chloroformeinwirkung findet man die gréBbte 
Verstarkung der Gerinnungskraft sowohl im Plasma als auch im Serum. 


1 P, Bordet, C.r. Soc. Biol. 100, 753, 1929. 
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Dieselbe ist aber im Plasma viel gréBer als im Serum (s. die Tabelle IV). 
Nach den Kontrollbestimmungen ist die Gerinnungskraft des Plasmas 
um 0,40 und die des Serums um 0,10 mg CaCl, gestiegen. Der Unter- 
schied betraigt also 0,30 mg CaCl, zugunsten des Plasmas. Der Wert 
entspricht dem bei der Besprechung des vorigen Versuchs errechneten, 
obwohl zu beiden Versuchen das Blut verschiedener Tiere benutzt 
wurde. Dies beweist, da die Verteilung des Thrombins zwischen 
Fibrinogen und Antithrombin in ziemlich engen Grenzen schwankt;: 
70 bis 75% entfallen auf Fibrinogen und 25 bis 30°, auf Antithrombin. 

Auf Grund dieses Versuchs ist die Behauptung P. Bordets (1. c.), daB 
Thrombin durch Chloroform nur bei Gegenwart von Ca-Ionen auf die- 
selbe Weise wie durch Cytozym gebildet wird, nicht haltbar. Im Gegen- 
teil erfolgt unter Chloroformeinwirkung keine Thrombinbildung, 
sondern nur eine Thrombinaktivierung, und zwar durch Lésung des 
durch Fibrinogen und Antithrombin gebundenen Thrombins. Der 
groBere Thrombingehalt im Plasma gegeniiber dem Serum muB dem 
Gehalt an Fibrinogen zugeschrieben werden. 

Obwohl nach 24stiindiger Chloroformeinwirkung die Menge des 
Thrombins so hoch angestiegen ist, daB sich die Gerinnung ohne CaCl,- 
Zusatz vollzieht, erhalt man von diesem Zeitpunkt ab nur ein weiches 
xerinnsel. Dieser Befund, welcher in der vorigen Mitteilung fiir Plasma 
festgestellt wurde, gilt demnach auch fiir Serum. Die Erklarung dieser 
Erscheinung kann nur dieselbe sein, wie sie in der I. Mitteilung fiir 
Fibrinogen gegeben wurde. Das Vorkommen dieser Hemmungsart auch 
bei Serum beweist, da im Blute auBer Fibrinogen noch andere im 
biochemischen Sinne gleich gebaute EiweiBstoffe vorhanden sind, die 
sich vom Fibrinogen nur durch ihre Ungerinnbarkeit unterscheiden. — 
Nach 72stiindiger Chloroformeinwirkung zeigt sich wieder eine Hem- 
mung, welche die Thrombinwirkung beeinfluBt. Die Gerinnungskraft 
des Plasmas, welche nach 24 Stunden im Vergleich zum Kontrollplasma 
um 0,40 mg CaCl, angestiegen war, ist nach 72 Stunden nur noch 
0,10 mg CaCl, gréBer als die der Kontrolle. Dasselbe zeigt das Serum, 
bei dem die Gerinnungskraft nach 24 Stunden um 0,10 mg CaCl, und 
nach 72 Stunden nur um 0,04 mg CaCl, gréBer als bei der Kontrolle ist. 
Gleichzeitig sind jedoch die Gerinnsel weich. Wir haben es also mit zwei 
Hemmungsarten zu tun. Der Mechanismus dieser Hemmungen soll an 
dieser Stelle nicht erértert werden; es wurde nur darauf aufmerksam 
gemacht, um zu zeigen, wie verschiedenartig und tiefgreifend die durch 
Chloroform im Plasma und Serum hervorgerufenen Veranderungen sind. 


Anderungen des Quellungszustandes im Blute bei der Gerinnung. 


SchlieBlich soll noch eine Tatsache hervorgehoben werden, welche 
Tabelle IV zeigt: Das Serum hat einen gréBeren N-Gehalt als das 
Plasma, obwohl beide von demselben Blut stammen. Dies ist kein 
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zufalliger Befund, er zeigte sich vielmehr regelmaBig bei allen dies- 
beziiglichen Untersuchungen. Dennoch erscheint er widerspruchsvoll, 
weil das Serum, welches nach der Gerinnung kein Fibrinogen enthalt, 
weniger Stickstoff enthalten sollte als das Plasma. Dieses Verhiltnis 
findet man vor, wenn man reines, von geformten Blutbestandteilen 
abzentrifugiertes Oxalatplasma durch Zusatz von trockenem CaCl, zur 
Gerinnung bringt und das ausgepreBte Serum untersucht. Bei normaler 
Gerinnung des Gesamtblutes dagegen enthalt das Serum immer mehr 
EiweiB als das Plasma. Fiir diese Tatsache gibt es zwei Erklarungs- 
méglichkeiten: Entweder findet Proteolyse bzw. Fibrinolyse oder aber 
Entquellung der Blutfliissigkeit wahrend des Gerinnungsprozesses statt. 
Einen diesbeziiglichen Befund zeigt die Tabelle V. 


Das Blut wurde auf dieselbe Weise wie bei den in Tabelle III und IV 
dargestellten Versuchen entnommen. Von beiden Plasmen und vom Serum 
wurden Proben entnommen, die eine zu Beginn (I), die andere am Ende 
der Serumauspressung (II) vom Blutkuchen, und der N-Gehalt in jeder 
getrennt bestimmt. 

Tabelle V. 


Aus der Tabelle ersieht 
man, da$ das Serum wah- N-Gehalt 
rend der Auspressung ver- 
dickt wurde. Da aber die aii 5. Ae 28 ggg 





in mg-°' 


erste Serumprobe, welche Ate! 924 
zu Beginn entnommen » i 945 
. : ‘ Plasma II 861 
wurde, bereits eine Ein- - — ee 
dckung um 30% aeigt, [nama durchecniich «88 
kann diese kaum durch 
eine Proteolyse bzw. Fibrinolyse verursacht sein. Die weitere Unter- 
suchung ergab fiir Plasma 7°% und fiir Serum 7,2% Reststick- 
stoff, berechnet auf den Gesamt-N-Gehalt. Das Eiweif wurde 
dabei durch Verdiinnung mit der zehnfachen Menge gesattigter Koch- 
salzlésung und durch Kochen gefailt, um die Albumosen und Peptone 
méglichst in Lésung zu behalten. Wahrend der Gerinnung quellen also 
die morphologischen Blutelemente und entziehen dabei der Blut- 
fliissigkeit Wasser. Diese Quellung, vor allem der roten Blutkérper- 
chen, tritt dann ein, wenn der osmotische Druck der Blutfliissigkeit 
durch die Umwandlung des Fibrinogens in Fibrin vermindert wird, 
und zwar in dem MaBe, wie es dem Quellungsdruck des Fibrinogens 
entspricht. Das in Tabelle IV untersuchte Serum wurde im Vergleich 
zum Plasma wahrend der Gerinnung um 4,7°% und wahrend des 
Versuchs durch Chloroform wieder um 4,8 °%, entquollen. Beriick- 
sichtigt man die héhere Konzentration des Serums und entsprechend 
den gréBeren kolloidosmotischen Druck, so mus man annehmen, 
daB der Quellungsdruck des Chloroforms etwas starker ist als der des 
Fibrinogens. Tatsachlich wurde das Plasma durch Chloroform nur 
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um 1,6°%, entquollen, also um 66,6°, weniger als das Serum. Der 
Quellungsdruck des Fibrinogens betragt demnach in diesem Falle 66°, 
des Quellungsdruckes von Chloroform. Dieser Befund erklart die unter- 
schiedliche Wirkung von Chloroform auf Plasma und Serum und deutet 
auf die Bedeutung der Quellungsvorgange bei der Blutgerinnung hin. 
Einen Beweis hierfiir bringt auch der in Tabelle VI dargestellte Versuch, 
bei dem das Serum durch Abdampfen bei Unterdruck um etwa 10%, 
eingeengt und auf die Gerinnungskraft mit Oxalatplasma in iiblicher 
Weise untersucht wurde. Sie stieg um 33,3 % an. 


Tabelle VI. 
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Gerinnungskraft 


0,lcem Oxalatplasma mit in g CaCl, 


phys. Kochsalzlésung + 0,1 cem CaCl, - Lésung 0,26 
normalem Serum + 0,1 cem CaCl,-Lésung . . 0,16 
eingedicktem Serum + 0,1 cem CaCl,-Lésung 0,11 


Wenn wir zu dem Versuch der Tabelle IV zuriickkehren, so sehen 
wir, daB das Plasma durch Fibrinogenfallung stark verdiinnt wird und 
diese beiden Vorgange seine Gerinnungskraft stark vermindern; das 
Serum dagegen wird in viel geringerem Grade verdiinnt, weshalb auch 
seine Gerinnungskraft vom Anfang an steigt; jedoch verlauft dieser 
Vorgang infolge der anfanglichen durch Proteinfallung bedingten Ver- 
diinnung zunachst langsamer und wird erst nach beendeter Protein- 
faillung durch die gleichzeitig eintretende Eindickung beschleunigt. — 
In den ersten Stunden der Chloroformeinwirkung sind demnach wenig- 
stens vier Faktoren wirksam: 1. die unmittelbare Chloroformhemmung, 
wenn Chloroform emulgiert wurde, 2. die Proteinfallung, die durch Ver- 
diinnung und Thrombinausfall hemmend wirkt, 3. die Entquellung, 
welche die Gerinnung férdert und 4. die Fibrinogen- bzw. Antithrombin- 
schidigung, die durch Thrombinaktivierung férdernd und durch 
Fibrinogenschadigung hemmend wirkt. Die Zahlen, welche die Ge- 
rinnungskraft angeben, stellen also den Durchschnittswert aller dieser 
Vorgiainge und der sie leitenden Krafte dar. 


Einflu8 des Chloroforms auf die Thrombinneutralisierung im Serum. 


Serum neutralisiert, wie allgemein bekannt ist, das Thrombin. 
Durch Chloroformeinwirkung verliert es diese Eigenschaft, was zuerst 
i] 
Nolf} festgestellt hat und P. Bordet? bestitigen konnte. Es wurde 
jedoch nicht untersucht, welchen Einflu8 die Menge des zugesetzten 
Chloroforms auf diese Serumfunktion hat. 


' P. Nolf, Arch. Intern. d. Physiol. 16, 374, 1921; 18, 549, 1921. — 
* P. Bordet, C. r. Soc. Biol. 100, 751, 1929; 100, 753, 1929. 
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Um diese Frage zu entscheiden, wurde ein Versuch mit drei auf ver- 
schiedene Weise chloroformierten Seren ausgefiihrt. Eine Serumprobe wurde 
mit Chloroform unterschichtet und erst dann zur Untersuchung verwendet, 
als sie eine deutliche Resorcinreaktion gab; die andere Probe wurde mit 
Chloroform im Verhaltnis 50:1, die dritte im Verhaltnis 2: 1 geschiittelt. 
Die erste und dritte Probe wurden nach Abtreiben des Chloroforms unter- 
sucht, daneben zur Kontrolle zwei entsprechende Sera ohne Chloroformierung. 
Alle Proben wurden mit optimal aktivierender Thrombokinaselésung 
(Lungenextrakt nach Morawitz) aktiviert, und sodann in den angegebenen 
Zeitabstainden die Gerinnungszeit mit normalem Hundeoxalatplasma _ be- 
stimmt. (Ergebnis in Tabelle VII.) 


Tabelle VII. 





II Il IV V Vi Vil 


us i| 0,1 cem 0,1 eem 0,l ecm 0,leem 
Zeit der! 1 Kon-  0,.leem desselben 2. Kon- Serum mit Serum mit desselben 
Unter- trolle: Serum mit Serums trolle: Chloro- Chloro- Serums 
suchung 0,1 eem Chloro- nach 0,1 ecm form im form im nach 
nach | normales formunter- Abdampfen normales bars ee Verhaltnis Abdampfen 


Akti- | Serum sehichtet desChloro- Serum 50 : 2: des Chloro- 

vierung | forms geschiittelt geschiittelt forms 

Ry Rae Seals ceive ME cee Bie Si BAS oe RSA: Sn aided 28 & : 3 
+ 0,leem normales Hundeoxalatplasma 





Gerinnungszeit in Min. 


1,0 200 | 1,00 
1,75 3,75 1,00 
3,50 19,00 1,00 
20,00** | 125,00* 1,00 
ees ~ 0,59 
— — 0,75 


* Spur von Gerinnung (Fibrinflocken). ** Unvollstindige Gerinnung. *** Binnen 1 Std. 
keine Gerinnung. 


Der Versuch ergab, daB schon sehr kleine Mengen gelésten Chloro- 
forms (bei Unterschichtung mit Chloroform) die thrombinneutrali- 
sierende Wirkung des Serums deutlich stéren. Hierzu geniigt sogar der 
nach der Verdunstung im Serum zuriickbleibende Chloroformrest. Bei 
den starker gesattigten Serumproben waren die Verhiltnisse etwas 
anders: Das mit Chloroform im Verhaltnis 50: 1 geschiittelte Serum ist 
nicht nur unfahig, das Thrombin zu neutralisieren, sondern hemmt sogar 
die Thrombinbildung. Dies ist beidem mit Chloroform im Verhaltnis 2 : 1 
geschiittelten Serum noch deutlicher. Innerhalb der ersten Minute 
nach der Aktivierung mit Thrombokinase kann es noch keine 
Gerinnung verutsachen. Erst 2 Minuten nach der Aktivierung 
setzt die Thrombinbildung ein und fiihrt zu einer langsam an- 
steigenden Thrombinmenge. Sie erreicht aber selbst nach 1 Stunde 
nicht das Niveau des normalen mit Thrombokinase aktivierten 
Serums. Bei dem mit Chloroform im Verhaltnis 50:1 geschiittelten 
Serum ist die Thrombinbildung ebenfalls etwas glhhemmt: 30 Minuten 
nach der Aktivierung benédtigt die Gerinnung die Halfte der 
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Zeit, welche 5 Minuten nach der Aktivierung nétig ist. Auch die 
Gerinnungszeiten sind viel kiirzer als bei normalem, mit Thrombokinase 
aktiviertem Serum. Das beweist, daB dieses Serum durch Chloroform 
aktiviert und in ihm durch Thrombokinasezusatz frisches Thrombin 
gebildet wurde. Daraus kann der SchluB gezogen werden, daB die Throm- 
binaktivierung durch Chloroform und die Thrombinbildung durch 
Thrombokinasezusatz ganz verschiedene Vorgange sind, die gegebenen- 
falls nebeneinander verlaufen kénnen. Der allgemeine Thrombin- 
gehalt des Serums stellt dann die Summe des durch Chloroform akti- 
vierten und durch Thrombokinase neugebildeten Thrombins dar. 
Dagegen sehen wir bei dem mit Chloroform im Verhiltnis 2:1 ge- 
schiittelten Serum anfangs keine Gerinnung, was die Folge der un- 
mittelbaren Hemmung durch Chloroform ist; erst nach 2 Minuten ist 
so viel Thrombin gebildet, daB Gerinnung eintreten kann. Im Endeffekt 
ist aber die optimale Gerinnungszeit linger als bei normalem Serum, 
da immer ein Teil des neugebildeten bzw. reaktivierten Thrombins 
durch die unmittelbare Chloroformhemmung neutralisiert wurde. 


Hemmungsmechanismus der Thrombinneutralisierung und Thrombin- 
bildung dureh Chloroform. 


Wir haben es also bei der Chloroformwirkung mit der Reaktivierung 
des vorhandenen inaktiven Thrombins einerseits und der Hemmung 


der Thrombinbildung bei Thrombokinasezusatz andererseits zu tun. 
Lassen sich diese beiden Wirkungen aufeinander zuriickfiihren oder sind 
sie voneinander ganz unabhangig? Die Thrombinbildung im normalen 
Serum bei Thrombokinasezusatz verlauft sehr schnell (nahezu augen- 
blicklich), als ob Thrombogen und Thrombokinase Elektrolyte waren. 
Wir wissen jedoch, obwohl uns die chemische Struktur dieser Kérper 
unbekannt ist, daB sie hochmolekulare Stoffe in kolloidalem Lésungs- 
zustand sind; demnach kann die Geschwindigkeit der Reaktion nur 
durch Adsorptionskatalyse erklirt werden. Es ist also anzunehmen, 
da Thrombogen im Serum an einer Oberflache adsorbiert und auf 
diese Weise konzentriert ist. Wenn Chloroform, das sehr stark ober- 
flachenaktiv und lipoidléslich ist, in geniigender Menge dem Serum 
zugesetzt wird, lést es diese Adsorptionsbindung des Thrombogens, 
das dann frei in Lésung tibergeht. Infolgedessen verlauft die Thrombin- 
bildung viel langsamer als im normalen Serum. Die Reaktion Throm- 
bogen ++ Thrombokinase < Thrombin! verlauft also an einer Ober- 
fliche, und demzufolge ist Thrombin vom Anfang an adsorbiert, was 
jedoch seine Wirkung nicht beeinfluBt. Erst spaiter wird es im Serum 
inaktiviert. Diese Inaktivierung ist aber keine Zerstérung, da es durch 
Chloroform reaktiviert werden kann; nur sein physikalischer Lésungs- 
zustand wird verindert. Dies kann auf zweierlei Weise geschehen: 


! H. Scheuring, diese Zeitschr. 283, 1, 1935. 
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Das Thrombin geht entweder frei in Lésung oder wird durch dieselbe 
Micelle, welche das Thrombogen nur adsorbiert hatte, absorbiert, wobei 
es in das Innere der Micelle eintritt und auf diese Weise inaktiviert wird. 
Die erste Méglichkeit ist unwahrscheinlich, da wir wissen, daB reine 
Thrombinlésungen, die fast kein Eiweif enthalten, in denen sich also 
das Thrombin frei in Lésung befindet, sehr stark wirksam sind; das 
Thrombin wurde also nicht durch den Ubergang in die Lésung inaktiviert. 
Die Thrombininaktivierung beruht also auf dem zweiten Mechanismus, 
der aber mit dem in der I. Mitteilung dargestellten Mechanismus der 
Thrombinbindung durch Fibrinogen identisch ist. Daraus folgt, daB 
Fibrinogen und Antithrombin sich Thrombin gegeniiber identisch ver- 
halten, daB also Thrombin durch Chloroform von seiner Bindung mit 
diesen Kérpern auf gleiche Weise gelést wird, daB also die physiko- 
chemischen Eigenschaften dieser beiden Ko6rper sehr ahnlich sind und 
dieselben sich nur durch die Unfahigkeit des Antithrombins zur Ge- 
rinnung, d. h. zur Umwandlung in Fibrin, unterscheiden. 


Schidigung der gerinnungsregulierenden Titigkeit der roten Blutkérperchen 
durch Chloroform. 


Uberdies enthalt Blut noch eine weitere Fraktion, auf welche 
Chloroform in gleicher Weise wie auf Fibrinogen und Antithrombin 
einwirkt ; es ist die der roten Blutkérperchen, welche Mikronen im Sinne 
Zsigmondys darstellen. Ihre feinere Struktur sowie chemische Zu- 
sammensetzung ist ziemlich gut bekannt. Sie besitzen eine Lipoidhiille, 
ahnlich wie wir es fiir Fibrinogen- und Antithrombinmicellen vermuten. 
Wie friiher gezeigt wurde!, enthalten die roten Blutkérperchen Thrombo- 
kinase, welche sie unter bestimmten Umstainden an das Plasma bzw. 
Serum abgeben kénnen. Andererseits vermégen sie die Thrombo- 
kinase zu adsorbieren und wirken somit regulierend auf den Thrombin- 
spiegel und folglich auf die Gerinnungsbereitschaft des Blutes. Diese 
Regulierungstatigkeit der roten Blutkérperchen mu von der Adsorp- 
tionstatigkeit ihrer Lipoidhiille abhangen. Da aber Chloroform wegen 
seiner groBen Oberflichenaktivitat und Lipoidléslichkeit ihre Lipoid- 
hiille schaidigt, wird vermutlich auch ihre Regulierungs- und Adsorp- 
tionstatigkeit gestért. Um dies zu priifen, wurde folgender Versuch 
angestellt : 

Die roten Blutkérperchen aus dem Oxalatblut eines Hundes wurden 
zweimal mit physiol. Kochsalzlésung gewaschen, wodurch die Blutblattchen 
und wei®en Blutkérperchen entfernt wurden. Sodann wurde die Probe 
halbiert und die eine Halfte mit gewéhnlicher, die andere mit Chloroform ge- 
sittigter Ringerlésung versetzt. Nach Abzentrifugieren, wobei die mit 
chloroformierter Ringerlésung versetzte Probe starke Hamolyse zeigte, 
wurde zweimal mit gewéhnlicher Ringerlésung gewaschen. Sodann wurde 
jede Probe nochmals geteilt und der eine Teil mit gleicher Menge Thrombo- 


1 H. Scheuring, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 177, 675, 1935. 
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Tabelle VIII. 





Menge der | Menge der 
unter- | zuge- 
suchten | setzten 

Substanzen| CaCly- 
in ecem Lésung 


Ge- 
rinnungs- 
kraft 
in mg CaCl, 


Oxalatplasma + phys. Kochsalzlésung 0,2 0,1 0,19 
. + Lungenextrakt .. . 0,2 0,1 0,10 
‘ + Lungenextrakt nach 
Impragnation der nor- 
malen Erythrocyten . 0,2 0,1 0,12 
+ Lungenextrakt nach 
Impragnation der 
chloroformierten Ery- 


| ee 0,1 


. ’ 
+ normale Erythrocyten 0,1 
normale Erythrocyten 
mit Lungenextrakt 
impragniert. .... | 0,2 0,1 


+ chloroformierte Ery- 
throcyten 2. i 6 0,2 0,1 


+ chloroformierte Ery- 
throcyten mit Lungen- 
extrakt impragniert 0,2 0,1 0,21 


kinaselésung (verdiinntem Lungenextrakt nach Morawitz), der andere mit 
physiol. Kochsalzlésung gemischt. Nach halbstiindiger Einwirkung bei 
Zimmertemperatur wurden die roten Blutkérperchen abzentrifugiert, der 
zur Impragnation benutzte Lungenextrakt abpipettiert und zur Unter- 
suchung verwendet. Alle vier Proben wurden dann noch zweimal mit 
Ringerlésung gespiilt, mit der gleichen Menge eigenen Oxalatplasmas 
gemischt und wie iiblich auf die Gerinnungskraft untersucht. Ebenso 
wurden die beiden zur Impragnation benutzten Thrombokinaselésungen 
und als Kontrolle die gleiche, aber nicht impriagnierte Thrombokinase- 
lésung, sowie Oxalatplasma mit physiol. Kochsalzlésung auf ihre Ge- 
rinnungskraft untersucht. (Ergebnis in Tabelle VIII.) 

Aus der Tabelle VIII ist ersichtlich, daB die normalen roten Blut- 
k6érperchen Thrombokinase adsorbieren, nicht aber die chloroformierten 
Blutkérperchen. Letztere geben sogar die in ihnen enthaltene Thrombo- 
kinase an die Lésung ab. Durch die Schadigung ihrer Lipoidhiille durch 
Chloroform haben also die roten Blutkérperchen ihr Adsorptions- 
vermégen fiir Thrombokinase verloren und sind dann auch nicht mehr 
imstande, die in ihnen enthaltene Thrombokinase zuriickzuhalten. 
Chloroform wirkt demnach ahnlich auf die roten Blutkérperchen wie 
auf Fibrinogen und Antithrombin. — Weiter ergibt der Versuch, dab 
die normalen roten Blutkérperchen die Gerinnungskraft des Oxalat- 
plasmas vermindern. Dies ist der Ausdruck fiir die Regulierung der 
Gerinnungsbereitschaft des Blutes. Ein Teil der im Plasma enthaltenen 
Thrombokinase wird durch die roten Blutkérperchen adsorbiert und 
auf diese Weise der Thrombinspiegel erniedrigt. Dieselbe Erscheinung 
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sehen wir auch bei den normalen, mit Thrombokinase behandelten roten 
Blutkérperchen. Dagegen zeigen die chloroformierten, nicht impra- 
gnierten roten Blutkérperchen keine regulierende Wirkung, sie ver- 
groBern vielmehr die Gerinnungskraft des Oxalatplasmas durch Ab- 
gabe ihrer Thrombokinase. Bei den chloroformierten und mit Thrombo- 
kinase vorbehandelten Blutkérperchen kehrt die Regulierungswirkung 
teilweise zuriick, da sie bei der Vorbehandlung einen Teil des Chloro- 
forms an die Lipoide des Lungenextraktes abgeben; die Chloroform- 
wirkung ist also, ahnlich wie beim Fibrinogen und Antithrombin, 
teilweise reversibel. Diese gleichartige Wirkung des Chloroforms einer- 
seits auf rote Blutkérperchen, andererseits auf Fibrinogen und Anti- 
thrombin dirfte eine Stiitze fiir die Annahme des micellaren Baues 
der beiden letztgenannten Ké6rper sein. 


Zusammenfassung. 

1. Im Serum ist ein Proteinkérper vorhanden, der auf dieselbe 
Weise wie Fibrinogen das Thrombin absorbiert und es dadurch neutra- 
lisiert, demnach als Antithrombin wirkt. 

2. Plasma enthalt wegen seines Fibrinogengehalts mehr Thrombin 
als Serum. 

3. Fibrinogen und Antithrombin verhalten sich gleichartig gegen 
Thrombin und reagieren gleichartig auf Chloroform, was beweist, daB 
beide eine ahnliche physikalisch-chemische Struktur besitzen. Sie 
unterscheiden sich nur durch die Fahigkeit bzw. Unfahigkeit zur Ge- 
rinnung, d. h. Fibrinbildung. 

4. Die Unterschiede in der Geschwindigkeit der Thrombinakti- 
vierung zwischen Plasma und Serum sind durch den verschiedenen 
Quellungszustand und die verschiedene Fallbarkeit der Proteinstoffe 
durch Chloroform bedingt, welche ihrerseits durch die An- bzw. Ab- 
wesenheit des Fibrinogens verursacht werden. 

5. Thrombogen ist im Serum an das Antithrombin adsorbiert, an 
dessen Oberfliche sich der ProzeB der Thrombinbildung nach Zusatz 
der Thrombokinase abspielt. 

6. Chloroform lést die Adsorptionsbindung zwischen Antithrombin 
und Thrombogen und verlangsamt durch die Aufhebung der Adsorp- 
tionskatalyse die Geschwindigkeit der Thrombinbildung nach Thrombo- 
kinasezusatz. 

7. Die roten Blutkérperchen stellen eine Mikronenfraktion im 
Sinne Zsigmondys dar. Ihre Lipoidhiille wird durch Chloroform ge- 
schidigt und auf diese Weise stért Chloroform ihre Fahigkeit der 
Thrombokinaseadsorption und folglich auch ihre gerinnungsregulierende 
Wirkung. Chloroform wirkt also auf die roten Blutkérperchen in gleicher 
Weise wie auf Fibrinogen bzw. Antithrombin, welche Submikronen- bzw. 
Amikronenfraktionen des Blutes darstellen. 





Das Verhalten der Ascorbinsiure gegeniiber Himoglobin. 


Uber die Bindungsweise 
der Ascorbinsiure in den roten Blutkérperchen. 
Von 
Marie Fischer. 
(Aus dem physiologischen Institut der kénigl. ung. P. Pazmaény-Universitat, 
Budapest.) 
(Eingegangen am 20. Mai 1937.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Bei der Bestimmung der Ascorbinsiure im Blute fand ich, daB zum 
Vollblut hinzugefiigte Ascorbinsiure nach Abtrennung der Blutkérper- 
chen im Serum vollstandig wiederzufinden ist, daB aber beim Fallen 
des Vollblutes das Filtrat keine Reduktionsfaihigkeit mehr _besitzt 
[ Berend und Fischer (1)] und in ihm auch keine Ascorbinsiure mehr 
nachzuweisen ist. Gabbe (2), Kellie und Zilva (3) und v. Eekelen (4) 
berichten, da in Gegenwart von Oxyhimoglobin (O,Hb) ein Teil der 
Ascorbinsaure verlorengeht, jedoch ist kein Verlust nachweisbar, wenn 
Kohlenmonoxydhamoglobin (COHb) oder Carbhimoglobin (Carb Hb) 
statt O,Hb verwendet wird [Kellie-Zilva (3), v. Eekelen (4)]. Der Ge- 
danke, daf die Ascorbinsiure durch O,Hb oxydiert wird, liegt sehr 
nahe. Zilva halt dies fiir wahrscheinlich, v. Hekelen schreibt, daB die 
Ascorbinsaure durch O, Hb reversibel oxydiert wird, da durch Behandeln 
der Trichloressigsaure- und Mercuriacetatfiltrate mit H, S die Reduktions- 
fahigkeit der Lésungen wieder auf den der hinzugefiigten Ascorbinsaure 
entsprechenden Wert steigt. 

Der Zweck dieser Arbeit war, zu untersuchen, ob die Ascorbinsaure, 
welche in allen Zellen des Organismus vorkommt, in die roten Blut- 
kérperchen — ahnlich wie der Zucker —- nicht einzudringen vermag, 
oder ob sie durch das Hamoglobin (Hb) sofort oxydiert wird. 


Die Versuchsergebnisse zeigten, daB die Ascorbinsiure in Gegen- 
wart von O,Hb auBerst rasch verschwindet. Dieser Verlust ist zu ver- 
meiden, wenn das O,Hb vor dem Hinzufiigen der Ascorbinsdure mit 
CO, CO, oder neutralisiertem KCN behandelt wird. Die Ascorbinsdure 
verschwindet in Gegenwart von O,Hb auch bei LuftabschluB. Das 
Verhaltnis des oxydierten und reduzierten Hb verandert sich wahrend 
der Reaktion nicht; die Reaktion verbraucht im Barcroftschen Apparat 
keinen Sauerstoff und geht auch in Gegenwart von reduziertem Hb 
vor sich. 

Den endgiiltigen Beweis dafiir, da die Ascorbinsiure keiner 
Oxydation unterliegt, brachte der Versuch, in welchem sich das Vita- 
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min C von O,Hb wieder trennen lief. Dies gelingt, wenn die Mischung 
mit CO oder CO, gesattigt wird. Neutrales KCN hat denselben EinfluB, 
wenn auch in etwas geringerem Mabe. 

Die Art der Bindung zwischen Ascorbinséure und Hb ermégliche 
die rasche Einstellung des Reaktionsgleichgewichts, das noch wahrend 
der Fallung des Hb zustande kommt. Die Anwesenheit von O, im 
Molekiil ist zur Reaktion nicht notwendig, da sich Ascorbinséure auch 
mit reduziertem Hb bindet, wahrscheinlich spielt aber das Eisen eine 
olle, worauf die Hemmung 
durch Cyanid und CO hindeutet. x 10° Mol 
Weder CO noch CQ, oder Cyanid 74 
sind imstande, die Reaktion 
véllig zu hemmen; in den ent- 
sprechenden Versuchen ging 
stets ein Teil der Ascorbinsaure 
verloren. Vielleicht wird sie mit 
dem Niederschlag mitgerissen, 
oder es spielen sich dabei noch 
unbekannte Reaktionen ab. Dies zugetigte Ascorbinsaure «10 
und die groBbe Labilitat der Reak- Abb. 1. 
tion ist, wie aus der Berech- 
nung der Versuchsergebnisse hervorgeht, wahrscheinlich der Grund 
dafiir, daB die Hb- und Vitamin C-Mengen in keinem ganzzahligen Ver- 
haltnis stehen. 

Die Adsorptionsisotherme von Freundlich lassen sich in guter An- 
niherung auf die Versuche anwenden. Demnach ist A/Hb = 0,086 . 7°? 
(A = adsorbierte Ascorbinsiure, Hb = Hb und 7 = zuriicktitrierte 
Ascorbinséure) (Abb. 1). Der mittlere Fehler der Einzelbestimmungen 
betrigt 6°. Die genaue Auswertung der Ergebnisse ist durch den 
Umstand erschwert, dal} neben der anscheinenden spezifischen Bindung 
des Vitamins C am Hb-Fe-Komplex auch eine unspezifische Adsorption 
durch die EnteiweiBung erfolgt. Die Menge der auf diese Weise adsor- 
bierten Ascorbinséure wird durch unkontrollierbare Faktoren, z. B. Ge- 
schwindigkeit der Fallung, GréBe der ausfallenden Teilchen usw., 
beeinfluBt. — Die prozentuellen Sattigungskurven sind denen des 
O,Hb ahnlich; man kénnte daher annehmen, daB auch in diesem Falle 
ein Hb-Molekiil mit 4 Fe-Atomen in zwei gesonderten Stufen Vitamin C 
binden kann. Wir kénnen also in Analogie zum O,Hb und COHb von 
einem Ascorbinséiure-Hb sprechen. 

SchlieBlich wurde untersucht, ob im Organismus Ascorbinséure-Hb 
vorkommt. Da normalerweise im Blute nur sehr wenig Vitamin C vor- 
handen ist, konnte in den Blutkérperchen keine Ascorbinsdure nach 
CO-Behandlung nachgewiesen werden. Erhielt das Versuchstier dagegen 
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einen intravenésen AscorbinsdiurestoB, so konnte nach Abtrennen, 
Hamolysieren und Sattigen der Blutkérperchen mit CO eine betracht. 
liche Menge, namlich 60°, der Serum-Ascorbinsaure, wiedergefunden 
werden, die ohne CO-Behandlung nicht nachweisbar war, da sie an 
Hb gebunden war. 

Methodisches. 


Zu den Vorversuchen wurde aus gewaschenen, hamolysierten und vom 
Stroma befreiten roten Pferdeblutkérperchen hergestelltes O, Hb verwendet. 
In den weiteren Versuchen arbeitete ich mit dreimal umkristallisiertem Hh, 
das nach der Hoppe-Seylerschen Methode aus Pferdeblut hergestellt wurde. 
Das Hb wurde stets in destilliertem Wasser gelést, der py-Wert war kon- 
stant 6, der Hb-Gehalt der Lésungen wurde teils in Sahlis Haimometer, 
teils im Stufenphotometer bestimmt. Der Zusammenhang zwischen der 
Extinktion und der Konzentration einev mit n/10 HCl versetzten O, Hb- 
Lésung ist linear. Eine 100 mg-°,ige Hb-Lésung gibt bei 5mm Schicht- 
dicke einen Extinktionskoeffizienten von 0,819. Die Lésung mu8 45 Minuten 
lang stehen, da sich die Farbe wahrend dieser Zeit vertieft, worauf sie mit 
dem Filter 8 43 kolorimetriert wird. 

Die Ascorbinséure (Cevita Chinoin) wurde in physiologischer NaCl. 
Losung verwendet, da sie in dieser vor Autoxydation weitgehend geschiitzt 
und so fiir Versuchszwecke sehr geeignet ist. 
Sie wurde mit Dichlorphenolindophenol be- 
stimmt, wobei die Konzentration des Farb- 
stoffes mit genau abgewogener Menge Ascorbin- 
siure eingestellt wurde. — Das Hb wurde mit 
frisch hergestellter, meistens 2°iger Meta- 
phosphorsaure gefallt und nach Zentrifugieren 
die zuriickgebliebene Ascorbinsaéure bestimmt. 








| zugefugre Ascorbmsaure 115 y 


Versuchsteil. 





Abb. 2 zeigt den Zusammenhang zwi- 
schen der Menge der verschwundenen As- 
corbinséure und des zugesetzten O,Hb, und 

zwar bei konstanter Ausgangskonzentration 
60 60mg be ; 
Haemoglobin der Ascorbinsaure. 








Abb. 2. Das O,Hb stammt aus einer Lésung cyto- 

x—x O,Hb und Ascorbinséure. lysierter Blutkérperchen, welcher verschiedene 

o—o O2Hb erwirmt und As- Mengen entnommen wurden; zu jeder Probe 

corbinsiiure. a aad ve : 

wurden 115 y Vitamin C zugefiigt, mit destil- 

liertem Wasser auf gleiches Volumen aufgefiillt und nach Fallung des 

EiweiBes titriert (Kurve 1). Im Versuch der Kurve 2 wurde Hb nach 

75 Minuten langem Erhitzen auf 55 bis 62°C verwendet. — Die betracht- 

liche Menge der verschwundenen Ascorbinsaure beweist, daB die Erscheinung 
nicht etwa durch adsorbierte Enzyme entsteht. 


Ganz ahnlich sind die Kurven 1 und 2 der Abb. 3. Zu diesem 
Versuch wurde kristallisiertes Hb benutzt, wie in allen folgenden Ver- 
suchen. Hinzugefiigte Ascorbinsiuremenge 96 y, im tibrigen wie bei 
dem vorigen Versuch. 
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Um die Reaktionsgeschwindigkeit zu bestimmen, wurde eine gewisse 
Menge Vitamin C in ein Zentrifugenrohr pipettiert, die O, Hb-Lésung 
dazugegeben und rasch mit Metaphosphorsaure nach 1, 2, 4, 8, 30, 60 
und 300 Sekunden gefallt. Aus Tabelle I folgt, daB die Menge der 
titrierbaren Ascorbinséure in der ersten und zweiten Sekunde etwas 
gréBer ist als spater, daB ihre Menge aber schon nach 4 Sekunden 
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konstant bleibt. Das Gleichgewicht stellt sich schon in der ersten 
Sekunde zu 74% ein, die Reaktionsgeschwindigkeit erreicht also nicht 
den Wert fiir Hb-Sattigung mit O,, bei welcher sich das Gleichgewicht 
in 1/19) Sekunde einstellt. 

Tabelle LI. 


Zusatz: 1,5 cem 1540 mg-%iges O, Hb; 152 7 Vitamin C. 





y titrierte | Mittel wert Hate tn y titrierte Mittelwert 
Ascorbinsiure | in y Zeit in Sek. Ascorbinsiure in y 








66; 70; 67; 66. 67 30 | 58; 51; 52 52 
|58;59;69 | 59 60 43; 56; 52 50 
| BO; 51; 59 50 300 | 52; 52; 53 52 
| 49; 48; 50 49 | 





Die nachsten Versuche beweisen ebenfalls, da die Reaktion sehr 
rasch verliuft. Die Menge der verschwundenen Ascorbinsaure ist 
nimlich dieselbe, wenn das gleiche Volumen der verschieden konzen- 
trierten Hb-Lésungen durch Auffiillen der einzelnen Proben mit Wasser 
vor der Fallung des Hb oder wahrend der Fallung mit der Metaphosphor- 
sdurelésung selbst hergestellt wird. 

96 y Vitamin C wurden in 1 ccm physiol. Kochsalzlésung mit 0,5, 1, 
1,5, 2, 2,5, 3cem einer 1540 mg-°% igen Hb-Lésung vermischt. Nach Ein- 
stellung des Gleichgewichts wurden die Volumina im ersten Versuch durch 
destilliertes Wasser auf 5,5ccm gebracht und sodann in alle Réhrchen 
2 cem Metaphosphorsaure zugegeben. —- Im zweiten Versuch wurden gleiche 
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Mengen Ascorbinsaure und O,Hb vermischt. Das Gleichgewicht stellie 
sich wieder her. Statt destillierten Wassers wurde sogleich soviel Meta- 
phosphorséure hinzugefiigt, daB die Volumina wieder 7,5 cem_ betrugen. 
Wie aus Kurve 1 und 2 der Abb. 3 ersichtlich, liefern diese beiden Versuche 
iibereinstimmende Werte. — Im dritten Versuch wurden wiederum in allen 
Réhrehen die gleichen Mischungen hergestellt, die EnteiweiBung aber in 
allen Fallen mit 2 cem Metaphosphorsaéure ausgefiihrt. Die Endverdiinnung 
war diesmal kleiner als in den vorhergehenden Versuchen. Vor der Titration 
wurde auf 7,5 ccm aufgefiillt, um den durch die verschiedenen Fliissigkeits- 
mengen verursachten, die Titration st6érenden Fehler zu vermeiden. Dieser 
Versuch ist durch Kurve 3 (Abb. 3) 
dargestellt, welche wesentlich von der 
ersten abweicht: Sie erreicht ihr Maxi- 
mum friiher, entsprechend der schneller 
steigenden Hb-Konzentration. Aus dem 
Versuch geht hervor, daB weniger As- 
corbinséure gebunden wird, wenn die 
Verdiinnung gr6éBer ist. Da im zweiten 
Versuch, bei dem die Verdiinnung mit 
Metaphosphorsadure ausgefiihrt wurde, 
diesel be Ascorbinséuremenge _ ver- 
schwand wie im ersten Falle, wo Ent- 
eiweiBung nach Auffiillen der Proben 
mit Wasser auf gleiche Volumina er- 
| folgte, ergibt sich, daB die Verdiinnung 
100 _ 200 300¥ mit Metaphosphorsaure erst eine Disso- 
zugefugte Ascorbinsaure ae ge eee a 
ziation und dann die EnteiweiBung ver- 

Abb. 4. ursacht. Das Gleichgewicht zwischen 

x——x O Hb und Ascorbinsaure. Vitamin C und O,Hb kommt, wie er- 


—o COHb s i ; : : . 
a . ae ee sichtlich, auBerordentlich schnell zu- V 


und Ascorbinséure. stande. 


O——QO 02.Hb und Ascorbinsiure und Im fol 1 urde die Wirk m Ge 
nachtriigliches Sittigen mit CO. m folgenden wurde dle IrKung diert 


5 O——© 02Hb und Ascorbinsiure und yon COHb und O,Hb in Gegenwart 
nachtrigliches Sittigen mit — * + D 
neutr. KCN, von neutralisfertem KCN untersucht ial 
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Verschiedene Mengen Vitamin C wurden mit je 1,5 ccm der 230 mg- °,igen 
Hb-Lésung vermischt, mit Wasser auf 4 ccm aufgefiillt, mit je 2 cem Meta- 
phosphorsaure enteiweiBt und die versechwundene Menge Vitamin C auf der 
Ordinate aufgetragen. —- Kurve 1 stellt zum Vergleich die in Gegenwart 
von O, Hb verschwundene Menge Ascorbinséure dar. Die Werte von COHb 
(Kurve 2) und O,Hb mit neutralisiertem KCN (Kurve 3) fallen zusammen. 
COHb wurde durch wiederholtes Schiitteln kleiner Mengen O,Hb in einer 
mit CO gefiillten Flasche hergestellt. Im Versuch der Kurve 3 wurden dem 
O,Hb statt 2cem Wasser 2 ccm mit HCl neutralisiertes 3° iges KCN bei- 
gemengt, wobei die Lésung eine braunlichrote Farbe erhielt. Wie ersichtlich, 
ist der Ascorbinsaéureverlust in Anwesenheit von CO und CN sehr gering. 

Ganz ahnlich wirkt CarbHb (Abb. 5). Bestimmte Mengen Vitamin ( 
wurden zu 1,5 cem einer Lésung von 23,1 mg O,Hb bzw. 23,1 mg CarbHh 
gegeben und nach Fallen des Hb das Vitamin C in iiblicher Weise bestimmt. ] 
CarbHb wurde folgendermaBen hergestellt: 1,5 cem der O,Hb-Lésung Lésut 
wurden in ein Zentrifugenrohr pipettiert, welches. mit einem vierfach durch 


photc 
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bohrten Kork und Paraffin verschlossen wurde. CO, wurde aus einer Bombe 
15 Minuten lang durch die Hb-Lésung geleitet. Vitamin C und Ascorbinsaure 
befanden sich in Biiretten, die durch Glasréhrechen mit dem Innern des 
Zentrifugenrohres verbunden waren. Beide Lésungen wurden im CQO,-Strom 
dem Hb beigemengt. Abb. 5 zeigt die Kontrolle mit O,Hb (Kurve 1) und 
den Versuch mit CO,Hb (Kurve 2), dessen Werte mit denen fiir COHb 
(Kurve 4) iibereinstimmen. 
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200 J00 
zugefugte Ascorbinsaure 
Abb. 5. 
x x O.Hb und Ascorbinsi&ure. 
o——o CarbHb und Ascorbinsiure. 
©—© 02Hb und Ascorbinstiure und nachtrigliches 
Sattigen mit CO». 
O—O COHb und Ascorbinsiure. 


Weitere Versuche iiber die Art der Veranderung der Ascorbinsaure 
in Gegenwart von O,Hb bewiesen, da erstere von O,Hb nicht oxy- 
diert wird (Abb. 6). 


Die O,Hb-Lésung und die 
Ascorbinséure wurden vereinigt 
und die Menge des zuriick- 
titrierbaren Vitamins C _be- 
stimmt. Sodann wurde in an- 
deren Versuchen die O,Hb- 
Lésung von der Luft durch eine 
dicke Schicht Paraffinél ge- 
trennt und die Ascorbinséure 
und Metaphosphorsaure hinzu- 
gefiigt. Zwischen der Reduktion 0. fe 8 a. Be ng 
der beiden Versuche war keiner- Haemoglobin 
lei Unterschied  festzustellen. Abb. 6. 

Die Reoxydation des O, Hb be- x——< O Hb mit Ascorbinsiure. 

; ps , - mM o——o QO,Hb mit Paraffinél bedeckt und 
einfluBt also nicht das Ver- Asorabdininee. 
schwinden der Ascorbinsaure. 
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Bei Bestimmung der Absorptionsbanden einer verdiinnten O, Hb- 
Lésung ist auch nach Hinzufiigen groBer Mengen Ascorbinséure spektro- 
photometrisch keine Verinderung in der Menge des O, Hb nachzuweisen. 
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Ablesungen: 578 und 542 my fiir O,Hb, 555 my. fiir reduziertes Hb 


und 633 my. fiir Met Hb. 


Im Barcroftschen Apparat sehen wir wihrend der Reaktion weder 
ein Verschwinden noch Freiwerden von Gas. Dies beweist einerseits 
endgiiltig, daB zur Reaktion kein O, nétig ist, andererseits, daB die 
Ascorbinsaure nicht die Stelle des Sauerstoffs im Hb-Molekiil einnimmt. 

In das Hauptgefa8B wurden 2807 Vitamin C, gelést in 0,5 cem 
0,9° ,igem NaCl, eingefiillt, in das AnsatzgefaB die gleiche Menge 0,9 °,,iger 
NaCl-Lésung. Nach Konstantwerden der Temperatur wurden die Gefabe 
geschlossen, und 30 Minuten nach dem Konstantwerden des Manometers 
die 0,5 cem Hb-Lésung (= 7 mg Hb) beiderseits in das HauptgefaiB ein- 
gekippt. Das Manometer zeigte nach 1 Stunde noch dieselben Werte. Zur 
Absorption des sich eventuell bildenden CO, befand sich im Hals der Haupt- 
gefaBe mit konz. KOH getranktes Filtrierpapier. (Temperatur des Wasser- 
bades 20,8° C.) 

Die nachsten Versuche brachten den Beweis, daB die Verbinduny 
zwischen Vitamin C und O, Hb eine lockere ist und da ersteres daraus 
nahezu quantitativ zuriickgewonnen werden kann. Dies gelingt leicht, 
wenn eine Vitamin C enthaltende O,Hb-Lésung mit CO oder CO, 
gesittigt wird. Auch nachtragliches Hinzufiigen von neutralisiertem 
KCN setzt Ascorbinsaure frei, jedoch in geringerem Mae. — Nach 
Sattigung mit CO oder CO, bleibt die gleiche Menge Vitamin C gebunden, 
welche beim Vermischen von Ascorbinséure mit COHb oder CarbHb 
verschwindet. — Kurve 4 in Abb. 4 zeigt den Ascorbinsaureverlust, der 
bei nachtraglicher Sattigung des O,Hb mit CO auftritt, Kurve 5 den 
Verlust bei nachtriglicher Vermischung mit neutralisiertem KCN. 
Aus den Kurven 2 und 3 der Abb. 5 ist der Ascorbinséureverlust bei 
vorhergehender und nachtraglicher Sattigung des Hb mit CO, zu 
ersehen. ; 


‘Die Bindung des Vitamins C mit Hb ist aller Wahrscheinlichkeit 
nach eine adsorptive, zu deren Zustandekommen aber der Sauerstoff 
des Hb nicht nétig ist, da einerseits im van Slykeschen Apparat aus 
einer O, Hb-Lésung die gleiche Menge Gas freigesetzt wird, wie aus der 
gleichkonzentrierten Ascorbinséure-Hb-Lésung, und andererseits redu- 
ziertes Hb die Ascorbinsaure in gleichem Mae bindet wie O, Hb. 


44,1 mg O,Hb wurden in 1,75 cem dest. Wasser und 0,25 cem physiol. 
NaCl-Lésung in den van Slyke-Apparat eingetragen und die Lésung von 
den gelésten Gasen durch Schiitteln befreit. Nach Evakuieren und Mano- 
meterablesung wurde der freigewordene O, (= 0,33 mg Hg bei 20,5° C: 
Barometerstand = 350mm) in 20° ,igem, inn NaOH geléstem Na,S,O, 
aufgenommen und die Ablesung wiederholt. Im nachsten Versuch wurden 
bei sonst gleichen Versuchsbedingungen 1000» Vitamin C in 0,9 %iger 
NaCl-Lésung derselben Menge Hb zugefiigt. Auf vollstandige Freisetzung 
des Sauerstoffs durch K,Fe(CN), wurde verzichtet, um die lockere Ver- 
bindung Ascorbinséure—Hb nicht zu zerstéren. Aus dem gleichen Grunde 
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wurde auch das CO, nicht in Lauge aufgefangen. Der hierdurch verursachte 
Fehler ist nicht von Wichtigkeit, da ja nur ein eventueller Unterschied 
zwischen den beiden Versuchen ermittelt werden sollte. 


Der Versuch mit red. Hb wurde in Thunberg-Roéhren ausgefiihrt, die 
mit zwei NebengefaéBen versehen waren. In das Rohr kamen 23 mg O, Hb, 
in das eine NebengefaB 152 y Vitamin C, in das andere Metaphosphorsaure. 
Nach Fallen des Hb wurde der Inhalt in ein Zentrifugenrohr gegossen, mit 
Metaphosphorsaéure nachgewaschen, zentrifugiert und titriert. — Die 
Kontrollen wurden in gleicher Weise behandelt und zur selben Zeit an der 
gleichen Pumpe evakuiert, jedoch wurde vor dem Einkippen des Vitamins C 
durch Offnen des Hahnes Luftsauerstoff zugefiihrt. —- Die Methode schaltet 
alle Fehler aus, die sich durch Einengen der Fliissigkeiten im Vakuum oder 
durch Ubertragen der enteiweiBten Lésungen in das Zentrifugenrohr ergeben 
kénnten. In beiden Versuchen verschwand die gleiche Menge Ascorbinsaéure 
(Tabelle IT). 


Tabelle II. 
Zusatz: 23mg O,Hb und 152 y Vitamin C. 





| y Ascorbinsiure verschwunden Mittelwerte 


OMe gen 98; 102; 99 100 
Red. Hb... . . | 100; 101; 99 100 


Die Untersuchung des Ascorbinsaéuregehalts der roten Blutkérperchen 
wurde folgendermaBen durchgefiihrt: Einem 15 kg schweren Hunde wurden 
durch Herzpunktion 40 ccm Blut entnommen, sodann 300 mg neutralisiertes 
Vitamin C eingegeben und nach 1'/, und 3 Stunden die Blutentnahme 
wiederholt. Die Blutmenge wurde halbiert, abzentrifugiert, vom Plasma 
befreit und die Ascorbinséure nach Fiallung der Eiwei8kérper mit 20 °,iger 
Metaphosphorsaure bestimmt. Die Blutkérperchen wurden mit doppeltem 
Volumen dest. Wassers haimolysiert, in einer Halfte das O,Hb gefallt, in 
dem Rest das O,Hb in COHb iiberfiihrt und dann gefiallt. 


Aus Tabelle IIT geht hervor, da8 im Filtrat der mit CO behandelten 
Blutkérperchen eine betrachtliche Menge Vitamin C nachweisbar ist, 
daB dagegen das Filtrat der unbehandelten gar keine Ascorbinsaure 
enthalt. Die nachweisbare Menge der Ascorbinsaéure-Hb-Verbindung 
in den Blutkérperchen betrug etwas mehr als die Halfte der Plasma- 
ascorbinsaure (Tabelle III). 


Tabelle III. 


Vitamin C-Gehalt des Blutes in mg je 100 cem Vollblut. 
Eingegeben 300 mg Vitamin C intracardial. 





Hamolysierte Blutkérperchen 
Zeit in Std. Plasma O2Hb COHb 


0 0,223 — 
1,5 0,558 0,326 
3,0 0,446 - 0,297 





M. Fischer. 


Zusammenfassung. 
Die zu hamolysierten Blutkérperchen hinzugefiigte Ascorbinsiure 
ist in enteiweiBtem Filtrat nur mit groBem Verlust wiederzufinden. 
COHb, CarbHb und O,Hb binden in Gegenwart von Cyanid das 
Vitamin C in betrachtlich geringerem Mage. Dieselben Eigenschaften 
zeigt kristallisiertes Hb. Ferner wird Ascorbinsiure auch durch 
reduziertes Hb gebunden. 


O,Hb oxydiert die Ascorbinsiure nicht, sondern bindet sie ad- 
sorptiv. — Der so entstandene Komplex kann durch CO, CO, und 
KCN aufgelést und der gréBte Teil der Ascorbinséure dadurch intakt 
wiedergewonnen werden. 

Anmerkung des Verfassers bei der Korrektur: Diese letzten Ver- 
suche werden duich die Ergebnisse von Gabbe (5) bestatigt. 

Die Ascorbinsaure geht teilweise vom Plasma in die Blutkérperchen 
iiber, wird dort an das Hb gebunden und kann aus dieser Bindung 
wieder freigemacht werden. 


Literatur. 


1) N. Berend u. M. Fischer, diese Zeitschr. 291, 221, 1937. — 2) E. Gabbe, 
Klin. Wochenschr. 9, 292, 1936. — 3) E. Kellie u. 8S. S. Zilva, Biochem. J. 
29, 1028, 1935. — 4) M. van Eekelen, ebenda 20, 2291, 1936. — 5) E. Gabbe, 
Klin. Wochenschr. 14, 483, 1937. * 
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Uber die Reaktionsgleichungen der alkoholischen Girung. 
Untersuchungen zum Girtest von 0. Warburg und W. Christian. 


Von 
0. Meyerhof, W. Kiessling und W. Schulz. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 27. Mai 1937.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Auf Grund der Arbeiten der letzten Jahre! besteht die Reaktions- 
kette der alkoholischen Garung teils aus reversiblen Reaktionen, die in 
co-fermentfreien Extrakten vor sich gehen, teils aus irreversiblen Vor- 
gangen, solchen, die mit Phosphorylierung und Dephosphorylierung 
verbunden sind und an das freie Adenylsiuresystem gekniipft sind, und 
solchen, bei denen Wasserstofftransport erfolgt und die als Co- Ferment die 
Cozymase benétigen. Da der chemische Bau und die Reaktionsweise 
sowohl des freien Adenylsiuresystems? als auch der Cozymase?® in der 
Zwischenzeit aufgeklart wurden, so ist unsere Einsicht in den eigen- 
artigen Reaktionsablauf der zellfreien Gairung sehr gewachsen, aber 
noch keineswegs erschépfend. Als vordringliche Fragen bestehen weiter 
diejenigen nach der phosphorylierten Zuckerform, die unmittelbar der 
Oxydation durch Cozymase unterliegt, sowie nach der Ursache der 
Anhaufung des Harden- Youngschen Esters und nach dem Mechanismus 
der Aufnahme des anorganischen Phosphats. 

a) 1M Glucose > 2M a-Glycerinph. 
+ 1M Hexosediph. > [: M Dioxyacetonph. —> * ™ eg —»> +2M Phospho- 
+ 2H3P0, aldehydph. glycerins. 


b) 2 M 3-Phospho- «— 2M2-Phospho- <— i ’ 
; 6 > - + 2H.O 
glycerins. — > glycerinsiure —> ° M Phosphobrenztraubensdure Hy 


| 


¢) | 2M Phosphobrenztr. +1MGlucose —» 1 M Hexosediph. + 2 M Brenztraubens. 


Angiirung 
eee 


& 
2CO, ___ 2M Aecetaldehyd 





stationiur 


H seatat 1M Glucose prim. Verester.- 2M Phospho- 
a) pane see +2 H,P0, > produkt > glycerinsdure 
Katal. + 2M Acetaldehyd + 2M Acetaldehyd + 2M Alkohol 





1 Zusammenfassungen: O. Meyerhof, Helv. Chim. Act. 18, 1030, 1935; 
Current Science 4, 669, 1936; Naturwiss. 24, 689, 1936; * K. Lohmann, diese 
Zeitschr. 238, 460, 1931; 237, 445, 1931; O. Meyerhof u. K. Lohmann, 
ebenda 253, 431, 1932. — ° O. Warburg u. W. Christian, ebenda 286, 81, 
1936; Helv. Chim. Act. 19E, 79, 1936; H. v. Euler, Albers u. Schlenk, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 240, 113, 1936. 





O. Meverhof, W. Kiessling u. W. Schulz: 


Das auf Grund der Zerlegung der Reaktionskette in Teilvorginge 
kiirzlich aufgestellte Schema I der alkoholischen Garung! sei hier noch- 
mals wiedergegeben. Es soll, ohne Riicksicht auf den Reaktions- 
mechanismus, den Weg des Abbaues darstellen. Es erklart die Zer- 
legung der zellfreien Garung in die Induktionsperiode und den stationaren 
Zustand, welcher mit der Bildung des Acetaldehyds eingeleitet wird. 
Die spezifische Rolle des Hexosediphosphats wie des Acetaldehyds 
sowie die Harden-Youngsche Garungsgleichung werden dadurch zu- 
treffend wiedergegeben. Aber die Hauptgleichung des stationaren 
Zustandes (d) ist noch keineswegs eine Primarreaktion. Auch wenn man 
von der Einschiebung der phosphorylierenden und hydrierenden Co- 
Fermente absieht, bleibt die Frage nach der Natur des ,,primaren Ver- 
esterungsproduktes“, das dem unmittelbaren Angriff der Cozymase 
unterliegen soll, unbeantwortet. 

Einen Weg, hier weiter einzudringen, bot eine neue Arbeit von 
O. Warburg und W. Christian?. In dieser wird auBer der Erklarung der 
Wasserstoff-iibertragenden Funktion der Cozymase ein Gartest be- 
schrieben, der an Stelle des dialysierten Hefemazerationssaftes zwei 
Proteinfraktionen setzt, die in Verbindung mit dem Adenylsauresystem 
(,,Adeninnucleotid“*) und Cozymase (,, Diphosphopyridinnucleotid‘‘) eine 
bestimmte Teilreaktion erméglichen: den Ubergang von Glucosemono- 
phosphat in Brenztraubensiure und Phosphoglycerinsiure, unter 
Reduktion von Acetaldehyd zu Alkohol und gleichzeitiger Bildung von 
Hexosediphosphat. Diese miteinander verkniipften Reaktionen werden 
von den Autoren wie folgt formuliert: 

1 Hexosemonophosphorsiure + 2 Acetaldehyd + 1 Wasser | 

= 1 Brenztraubensaiure + 1 Phosphoglycerinsiure + 2 Alkohol | 


1 Hexosemonophosphorsaure + 1 Phosphorsiure 


Il Hexosediphosphorsaure + 1 Wasser (2) 


Dies ergibt, wenn beide Reaktionen gleich schnell ablaufen, 
die Bilanz 


' 


2 Hexosemonophosphorséure -+- 1 Phosphorsiure + 2 Acet- | 


aldehyd 
1 Hexosediphosphorsiure + 1 Brenztraubenséure 
+- 1 Phosphoglycerinséure +- 2 Alkohol 


(3) 


Von vornherein laBt sich nicht sagen, ob eine derartige Reaktion im 
Hefemazerationssaft selbst als Teilvorgang des Zerfalls freien Zuckers 
stattfindet; denn werden gegeniiber dem vorgegebenen Enzymextrakt 
die Mengenverhiltnisse bestimmter Fermente und Co-Fermente unter 


' O. Meyerhof u. W. Kiessling, diese Zeitschr. 281, 249, 1935. — 
2 Ebenda 287, 291, 1936. 
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Weglassung anderer verandert, so greift man aus der Fiille méglicher 
Reaktionsverkniipfungen gewisse heraus, von denen erst entschieden 
werden mu, ob sie in dem vollstiéndigen Enzymextrakt ebenfalls im 
Vordergrund gestanden haben. Diese Frage ist einer experimentellen 
Priifung zuganglich. Insbesondere laBt sich durch Abwandlung der 
Bedingungen feststellen, in welchem Verhaltnis dieser ,,Gartest‘‘ zu den 
anderen, schon bekannten Zwischenreaktionen des Zuckerzerfalls steht 
und aus welchen er selbst aufgebaut ist. Die Trennung der Ferment- 
proteine erdffnet also in jedem Falle, neben den bisherigen Verfahren 
der Dialyse und spezifischen Hemmung und Ausschaltung von Fer- 
menten, einen neuen aussichtsreichen Weg zur weiteren Zerlegung der 
Reaktionskette in Teilglieder. 


Die Untersuchung der Gartestreaktion war noch aus einem anderen 
Grunde besonders dringlich, denn auf den ersten Blick erscheint sie, 
wenn sie einen Teilvorgang des Hauptabbauweges des Zuckers wieder- 
geben soll, mit dem oben vorgelegten Schema schwer vereinbar. Ins- 
besondere nehmen Warburg und Christian an, daB die Reaktionsstufen (5) 
und (c) des Schemas: Phosphoglycerinsiure — Phosphobrenztrauben- 
siiure -+ Brenztraubensiure + Phosphorsaure nicht vorkaéamen, so dab 
die Brenztraubensaéure der Gleichung (1) nicht auf dem Weg iiber 
Phosphoglycerinséure entstiinde, und ferner, daB auch das Hexose- 
diphosphat nicht durch Phosphatumesterung von seiten der Phospho- 
brenztraubensaure gebildet sei. Nun ware dies letztere ein geringerer 
Einwand, weil nach der Gleichung (c) die Gesamtmenge des angehauften 
Esters (Hexosediphosphat und Hexosemonophosphat) durch Uber- 
tragung des Phosphats von Phosphobrenztraubensiure auf freien 
Zucker entstanden sein soll!, wobei nicht ausgeschlossen wird, da®B das 
erste Umesterungsprodukt Hexosemonophosphat ist und daB sich dieses 
hier, wie auch sonst, durch Phosphataufnahme aus anderen Quellen 
als Phosphobrenztraubensaure in Hexosediphosphat umwandeln kénnte. 


Anders aber die Bildung der Brenztraubenséure: Nach unserer 
Auffassung entsteht alle Brenztraubensdure aus Phosphoglycerinsaure, 
wahrend nach Warburg und Christian die eine Halfte der Brenztrauben- 
siure aus direktem Zerfall des Hexosemonophosphats herriihren wiirde, 


! Wie seinerzeit betont, ist in dem Schema nur der Einfachheit halber 
,, Hexosediphosphat“ eingesetzt, das aber in Wirklichkeit dabei ein Gemisch 
von Hexosediphosphat und Hexosemonophosphat darstellt. Es heiBt dazu: 
,,DaB das von der Phosphobrenztraubensiure umgeesterte Phosphat teils 
zu Hexosemonophosphat, teils zu Diphosphat wird, wobei die Summe des 
veresterten Phosphats aquimolekular ist der gleichzeitig auftretenden 
Kohlensaure, stimmt mit der Beziehung zwischen beiden Gr6é8en iiberein, 
die von Harden bei gleichzeitiger Bildung von Monoester und Diester in der 
zellfreien Garung beobachtet ist.‘ (Meyerhof u. Kiessling, |. c., S. 268f). 
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vermutlich aus dem nicht phosphorylierten Molekiilanteil, wihrend der 
phosphorylierte die Phosphoglycerinsdure lieferte. Diese miiBte dann 
mittels weiterer, im Giartestsystem fehlender Fermente die andere 
Halfte der Brenztraubensaure liefern, die bei der vollstandigen Garung 
auftrite. Es wird jedoch gezeigt werden, daB der Anschein eines der- 
artigen Verlaufs tauschend ist und daB in Wirklichkeit die Reaktion 
ganz im Sinne unseres Schemas ablauft, wobei alle Brenztraubensaure 
ihren Weg iiber Phosphoglycerinsiure und Phosphobrenztraubensaure 
genommen hat, und daB es bestimmte, aus den vorhandenen Reaktions- 
koppelungen folgende Ursachen hat, warum die eigenartige Bilanz- 
gleichung (3) auftritt, die oben wiedergegeben ist. Ubrigens entsteht 
dabei der iiberwiegende Teil des Hexosediphosphats direkt durch 
Ubertragung des Phosphats von seiten der Phosphobrenztraubensiure, 
die die Vorstufe der Brenztraubenséure der Gleichung (1) ist. 

Nun ist das Fermentsystem des Gartestes zwar nicht nur imstande, 
Hexosemonophosphat umzusetzen, eine bessere Einsicht in die Reaktions- 
koppelungen gewahrt jedoch der dem natiirlichen Garverlauf naher- 
stehende Umsatz der Glucose selbst in Gegenwart vorgegebenen Hexose- 
diphosphats. Wie Warburg und Christian feststellten, wird im Gartest 
Glucose fiir sich nicht angegriffen und Hexosediphosphat nur auBer- 
ordentlich langsam. Dies ist aber durchaus in Ubereinstimmung mit 
der Garung im Mazerationssaft und insbesondere auch mit dem 
Reaktionsverlauf in Gegenwart von Fluorid und Acetaldehyd, der in 
der Gleichung (d) unseres Schemas formuliert jst. Auch dabei wird 
Glucose allein nicht umgesetzt, Hexosediphosphat sehr langsam, 
Hexosemonophosphat verhaltnismaBig rasch. Gibt man aber Hexose- 
diphosphat zum Glucoseansatz hinzu, so wird jetzt Glucose noch rascher 
als Hexosemonophosphat umgesetzt. Dasselbe ist auch im ,,Gartest‘‘ 
der Fall. Hierbei tritt Hexosemonophosphat als Zwischenprodukt auf 
und dadurch wird es méglich, eine Reihe neuer, stéchiometrisch ver- 
laufender Zwischenreaktionen aufzufinden, die eine Verfeinerung des 
obigen Schemas erméglichen. Zugleich wird auch die Katalysatorrolle 
des Hexosediphosphats aufgeklart. Einen weiteren Einblick verschafft 
der Umsatz des Hexosediphosphats in Gegenwart von Arseniat, der 
ebenfalls mit Hilfe der Gartestproteine sich mit groBer Geschwindigkeit 
vollzieht. 

Im Anschlu8 an die Beschreibung der Methoden (I.) wird im folgenden 
in vier Kapiteln beschrieben: II. der Umsatz von Glucose mit Hexose- 
diphosphat; IIT. die getrennte Funktion der beiden Fermentproteine ; 
IV. der Umsatz von Hexosediphosphat in Gegenwart von Arseniat und 
V. der Umsatz von Hexosemonophosphat. Die Arbeit beschrankt sich 
dabei auf die Untersuchung der auftretenden Reaktionsbilanzen und 
die Feststellung der Reaktionskoppelungen, die sie bedingen. Es muB 





Aufge 
den F 
der b 
saure 


] 
Warb 
der R 
auf d 
reich 
gesch 
mehr 
schei 
beda: 
saure 
gegel 


Vaki 
trocl 
Pulv 


Vor: 
Maz 
beut 
unre 
luftt 
9,8 ‘ 
zwis 
65 © 
forn 
hoh 
eine 
Pra 
lich 
Chr 
gly 
Fra 
des 
wil 


Uber die Reaktionsgleichungen der alkoholischen Garung. 29 


Aufgabe weiterer Forschung sein, den Mechanismus klarzustellen, der 
den Reaktionskoppelungen zugrunde liegt und der auf der Verkniipfung 
der beiden Co-Fermentsysteme, der Cozymase und dem freien Adenyl- 
siuresystem beruht. 


I. Methodische Bemerkungen. 


A. Proteinfraktionen. 


° 

Bei der Herstellung der Giartestproteine haben wir uns eng an die von 
Warburg und Christian gegebenen Vorschriften gehalten, doch wurde bei 
der Reinigung des A-Proteins nach E. Negelein' in der Mehrzahl der Versuche 
auf den vierten Reinigungsschritt verzichtet, da er verhaltnismaBig verlust- 
reich ist und in unseren vorgereinigten Proteinlésungen durch die vor- 
geschriebene Behandlung mit 20°,igem Alkohol bei 20° kein Niederschlag 
mehr erfolgte. Der Lebedew-Saft aus Miinchener Léwenbrauhefe besitzt 
scheinbar einen gréBeren EiweiBgehalt und eine starkere Pufferung; er 
bedarf fiir bestimmte pu-Anderungen jeweils mehr Natronlauge bzw. Essig- 
siure. Das A-Protein selbst verhielt sich jedoch wie von Negelein an- 
gegeben. 


Die B-Proteinfraktion haben wir nach 50stiindiger Dialyse nicht im 
Vakuumexsikkator bei 0° getrocknet, sondern im Gaede-Straub-Schnell- 
trockenapparat bei einer AuBentemperatur von 60°. Das so getrocknete 
Pulver war dann, im Kalteschrank aufbewahrt, viel besser haltbar. 


B. Verwendete Prdparate. 


Das kristallisierte Calciumsalz des Robison-Esters wurde nach der 
Vorschrift von Warburg und Christian? hergestellt. Da in unserem 
Mazerationssaft ziemlich viel Hexosediphosphat entsteht, waren die Aus- 
beuten an Robison-Ester geringer und auch das erhaltene Calciumsalz etwas 
unreiner. Die in der Hitze mit Alkohol ausgefallten Fraktionen enthielten 
lufttrocken zwischen 7 und 8°, P (theoretisch fiir C,H,,0;Ca PO, + H,O 
9,8% P), [elssgo, fiir freie Saure berechnet und in n/4 HCl gemessen, lag 
zwischen + 41 und + 55°; Reduktionswerte nach Hagedorn-Jensen 60 bis 
65% Glucose; Aldosewerte nach Willstdtter 60°, Glucose (Ausfiihrungs- 
form der Willstdtterschen Jodtitration nach McLeod und Robison*). Die 
hohe Drehung und die ziemlich niedrigen Reduktionswerte sprechen fiir 
eine Verunreinigung mit Trehalosemonophosphat; auBerdem enthielten die 
Praiparate etwas «-Glycerinphosphorsiure, allerdings viel weniger, als kiirz- 
lich von Smythe angegeben’, der nach der Methode von Warburg und 
Christian ein vollstindiges Doppelsalz von hexosemonophosphorsaurem und 
glycerinphosphorsaurem Calcium erhielt. Der Glyceringehalt unserer 
Fraktionen betrug zwischen 1,2 und 3%, bei etwa 8%, P, so daB 12 bis 25°, 
des Salzes in Gestalt des von Smythe beschriebenen Doppelsalzes vorliegen 
wurden. Das Calciumsalz wurde mit Kaliumoxalat umgesetzt. 


Als Adeninnucleotid verwandten wir reine Adenosintriphosphorsaure 
aus Muskulatur hergestellt nach Lohmann®, und als Cozymase dienten 


1 Diese Zeitschr. 287, 329, 1936. — * Ebenda 254, 438, 1932. — 
3 Biochem. J. 28, 517, 1929. — 4 J. of biol. Chem. 117, 135, 1937. — 
5 Diese Zeitschr. 254, 381, 1932. 
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Praparate aus Hefe, hergestellt von P. Ohlmeyer!, mit einem Reinheitsgrad 
von 0,84 bis 0,96. Als Hexosediphosphat diente Calcium-Candiolin det 
I. G. Farbenindustrie A.-G., Werk Elberfeld, das mit Oxalat umgesetzt war?. 


C. Bestimmungsmethoden. 


Die Messung der gesamten fixen Saure geschah manometrisch, wie bereits 
in friiheren Arbeiten® nach der Warburgschen Methode und wie auch in der 
Arbeit von Warburg und Christian. Fiir genaue Berechnung sollte die 
,,Veresterungskorrektur‘’ beriicksichtigt werden, die dadurch entsteht, 
daB bei den meisten in Frage kommenden Phosphorsaureestern die zweite 
Dissoziationskonstante der Phosphorséure erhéht ist. Bei py 7,5, wobei die 
Messungen im Gartest ausgefiihrt wurden, macht dies weniger aus als bei 
pu 6,4, das fiir die Messung im Mazerationssaft benutzt wurde’. Auf die 
friiher angegebene Weise berechnet sich, daB bei py 7,5 bei der Bildung von 
1 Mol Phosphoglycerinsiure aus Glucose + Phosphorsiure 15°, aus 
Hexosediphosphorséiure 6°, und aus Hexosemonophosphorsdure 2°, 
Extrakohlenséure durch Veresterung auftreten, so da®B z. B. im ersten Falle 
pro 1. 10-° Saéureaéquivalente statt 224 emm CO, 258 emm CO, entstehen; 
entsprechend treten bei Veresterung von Glucose und Phosphat zu Hexose- 
diphosphorséure 9%, zu Hexosemonophosphorséure 13% eines Saure- 
aiquivalents pro Mol veresterten Phosphats auf. Phosphobrenztraubensaure 
und Dioxyacetonphosphorsaure stimmen nahezu mit Hexosediphosphor- 
siure tiberein. Da bei der zusammengesetzten Natur des Umsatzes die 
anzubringende Korrektur meist unter 10% bleibt, ist im allgemeinen auf sie 
verzichtet und die manometrische Messung nur mit dem konstanten Reten- 
tionsfaktor von 1,16 multipliziert worden. 

Die Brenztraubenséiure wurde fiir sich bestimmt, meistens mano- 
metrisch mittels Carboxylase. Dafiir wurde der Gartestansatz angesduert 
(0,2 cem n HCl auf 3,0 eem), kurz aufgekocht, mit der Wasserstrahlpumpe 
ausgepumpt (zur Entfernung des Acetaldehyds) und zentrifugiert. Durch 
Zugabe von Acetat wurde das py auf 5,0 eingestellt und 0,2 ccm eines 
15 Stunden dialysierten Mazerationssaftes hinzugegeben. Unter diesen 
Bedingungen vergirt derselbe nur noch Brenztraubensaéure, aber keine 
sonstigen Zwischenprodukte, und zwar erhalt man gwischen 90 und 100°, 
von vorgelegter Brenztraubenséure. In Ansétzen, die von vornherein 
keinen Acetaldehyd enthielten, wurde die Brenztraubensaéure nach Cook ® 
mit Bisulfit titriert nach EnteiweiBung mit Trichloressigséure. Fiir eventuell 
anwesende Dioxyacetonphosphorsiure wird eine Korrektur angebracht®. 

Das Hexosediphosphat wurde bestimmt mittels ,,Zymohexasereaktion“. 
Ein aliquoter, mit Trichloressigsiure enteiweiBter Teil (1,5 cem) wurde 
neutralisiert, mit dialysiertem Muskelextrakt versetzt (1.ccm), auf 4 ccm 
verdiinnt und 1 Minute bei 60° gehalten, dann bei 60° enteiweiBt und das 
alkaliverseifbare Phosphat bestimmt. Bei den hier vorliegenden Konzentra- 
tionen werden 78 bis 90° des Hexosediphosphats in Dioxyacetonphosphat 
umgewandelt. Der genaue Betrag wird einer Eichkurve mit Vergleichs- 


1 0, Meyerhof u. P. Ohlmeyer, diese Zeitschr. 290, 334, 1936. — 2? Wir 
danken der I. G. Farbenindustrie A.-G., Werk Elberfeld, fiir die Uber- 
lassung gréBerer Mengen von Calcium-Candiolin. — * O. Meyerhof u. 
W. Kiessling, diese Zeitschr. 267, 313, 1933; 281, 249, 1935. — * Dieselben, 
ebenda 267, 315ff., 1933. — 5 Biochem. J. 24, 1526, 1930. — * O. Meyerhof 
u. W. Kiessling, diese Zeitschr. 288, 89, 1935. 
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konzentrationen entnommen. Die Phosphobrenztraubensiure wurde wie 
bisher durch Aufspaltung mit Jod in alkalischer Lésung und Ermittlung 
des frei gewordenen Phosphats gemessen. Das schwer hydrolysierbare 
Phosphat (4, — 180’) besteht aus Phosphoglycerinsiure und Hexosemono- 
phosphat. Beide kénnen nur durch fraktionierte Fallung getrennt werden, 
indem die Phosphoglycerinsaéure in kongosaurer Lésung als Bariumsalz mit 
2 Teilen Alkohol abgetrennt wird. Das hexosemonophosphorsaure Barium 
fallt dann in neutraler Lésung mit mehr Alkohol. Zur genaueren Unter- 
suchung wurde mit Bleiacetat fraktioniert und Reduktionswerte und 
Drehung der einzelnen Fraktionen bestimmt. Die «-Glycerinphosphorsaure 
wurde, wie friither angegeben!, in der Anordnung von Zeisel und Fanto durch 
Messung des Glyceringehalts der Bariumfallung bestimmt. Acetaldehyd 
wurde bei 90° in Bisulfitlésung destilliert und nach Clausen titriert. 


Alkohol wurde in der Anordnung von Widmark? gemessen, wozu die 
Schliffkolben mit angeschmolzenen Schalchen fiir 4 Stunden in Luftthermo- 
staten von 70° gestellt wurden. Verwandt wurden je 3ccm Lésung, aus 
denen zuvor der Acetaldehyd mit salzsaurem Dinitrophenylhydrazin ent- 
fernt war’. 

D. Allgemeine Eigenschaften des Gdrtestes. 


Das System setzten wir in Anlehnung an Warburg und Christian im 
allgemeinen folgendermaBen zusammen: Auf 3ccm Gesamtfliissigkeit 
10mg Natriumbicarbonat, 8 mg Ammoniumbicarbonat, 0,3cem m/10 
Phosphat (4 Teile Na,HPO,, 1 Teil KH,PO,), Magnesiumchlorid mit 
30 » Mg und Mangansulfat mit 15 y Mn, 3 bis 5 mg Acetaldehyd, Adenyl- 
pyrophosphorséure 80 y oder weniger, Cozymase im allgemeinen 100 y, 
eventuell weniger, B-Protein 7 mg, A-Protein wechselnd, ebenso wechselnd 
die vergirbaren Zusatze, Temperatur 20°. 10°, Kohlensaiure in N,. Da 
dieses System zwei labile Proteinfraktionen und zwei Co-Fermentbestand- 
teile enthalt, die auf andere Weise oder aus anderem Ausgangsmaterial 
hergestellt sind als bei Warburg und Christian, war zuerst zu priifen, ob 
mit Hexosemonophosphat sich der Umsatz so vollzieht wie bei den Autoren 
beschrieben. Das ist vollstaéndig der Fall. Ferner hért mit Weglassung 
eines dieser vier Bestandteile oder des Hexosemonophosphats jegliche 
Saurebildung auf, so daB die einzelnen Komponenten soweit rein sind, um 
durch keine andere ersetzbar zu sein. Die folgende Bilanz diene als Beispiel : 


Versuch 1. Gartest wie angegeben, mit 80 7 Adenylpyrophosphorsaure 
(22 y Pyro-P,O;) und 100 y Cozymase. Hexosemonophosphat mit 1,8 mg 
P,O,; (25.10-® Mol), 7 mg B-Protein, 0,2 cem verdiinntes A-Protein. In 
90 Minuten 330cmm CO,, in 180 Minuten 417cmm CO, (Totalumsatz) 
= 18,5.10-® Mol Saéure (entsprechend 75°, des Hexosemonophosphats), 
davon Brenztraubenséiure 0,722 mg = 9,4.10-*Mol. Ein Parallielansatz 
mit 432cmm CO, auf Phosphatfraktionen verarbeitet: Veresterung des 
anorganischen Phosphats 0,61 mg P,O; = 8,6.10-® Mol; aus Zymohexase 
berechnete Bildung von Hexosediphosphat 0,9 mg P,O; = 6,4. 10-® Mol. 
Die Halfte der gebildeten Saure ist Brenztraubenséiure. Die Bildung des 
Hexosediphosphats bleibt etwas hinter der angegebenen Gleichung (3) 
zuriick. 


1 O. Meyerhof u. W. Kiessling, diese Zeitschr. 264, 40, 1933. — ? Ebenda 
131, 473, 1922. — *% Vgl.O. Meyerhof u. W. Kiessling, ebenda 267, 313, 
1933, insbesondere 8. 317. 
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II, Der Umsatz von Glucose mit Hexosediphosphat. 


Ersetzen wir das Hexosemonophosphat durch ein Gemisch von 
Glucose (3 bis 8 mg) und Hexosediphosphat (0,2 bis 3,6 mg P,O,), so 
geht die Saurebildung noch rascher als mit Hexosemonophosphat und 
schreitet bei geniigendem Zusatz von Glucose bis zur Erschépfung des 
anorganischen Phosphats fort, wobei im wesentlichen dieselben End- 
produkte wie mit Robison-Ester auftreten. Dieses System bietet jedoch 
den groBen Vorteil, daB sich der Reaktionsverlauf weiter zerlegen laBt, 
und zwar dadurch, daB man das Negelein sche A-Protein aus dem Gartest 
fortliBt. In diesem Falle findet ein stéchiometrischer Umsatz statt, der 
der Gleichung gehorcht: 


1 Hexosediphosphat (= 2 Dioxyacetonphosphat) + 2 Glucose 
-+- 2 Phosphat + 2 Acetaldehyd 
= 2 Phosphoglycerinsiure (= 2 ot recep Ri (4) 
-+ 2 Hexosemonophosphat + 2 Alkohol 


(Die mit = in Klammern gesetzten Substanzen stehen jeweils mit denen 
links neben ihnen in einem reversiblen Gleichgewicht, die stéchio- 
metrische Beziehung gilt demnach fiir die Summe der Gleichgewichts- 
partner.) 

Wir haben Grund zu der Annahme, daB das Hexosediphosphat 
iiber Triosephosphat in 2 Mol Phosphoglycerinsdure tibergegangen ist, 
wobei der Acetaldehyd zu Alkohol reduziert wurde, wahrend die Glucose 
anorganisches Phosphat aufgenommen hat und zu Hexosemonophosphat 
geworden ist. Jeder der vier Reaktionsteilnehmer der linken Seite ist 
fiir den Verlauf unentbehrlich und der Umsatz bleibt daher stehen, 
wenn einer davon verbraucht ist. Das Hexosemonophosphat, das sich 
bildet, kann nicht weiter reagieren, weil es dafiir auf die Anwesenheit 
des A-Proteins angewiesen ist. AuBer dem A-Protein darf kein Be- 
standteil des Giartestes fehlen, insbesondere auch nicht Adenylpyro- 
phosphorsatire oder Cozymase, von deren Konzentration die Geschwin- 
digkeit ahnlich abhangig ist, wie beim Umsatz von Hexosemonophosphat 
(vgl. Versuch 2/3). Die Giiltigkeit der Gleichung (4) wurde sowohl 
durch Anderung der Mengen der vier Komponenten der Reaktion wie 
auch durch Feststellung der Bilanz fiir alle sieben Substanzen festgestellt. 

Von entscheidender Wichtigkeit ist, daB bei Fehlen von A-Protein 
Brenztraubensaure nur in Spuren auftritt. Natriumfluorid (m/25), das 
den weiteren Umsatz hemmt, andert den Verlauf nicht, auBer, daB die 
Bildung von Phosphobrenztraubensaure in Gleichgewichtskonzentration 
aus Phosphoglycerinsdure unterbleibt. 


Versuch 2. Gartest wie Versuch 1, ohne A-Protein. Auf 3 ccm 7 mg 
B-Protein, 8 mg Glucose (45.10-®mol.), 2,4mg P,0O;-Hexosediphosphat 
(17 . 10-® mol.), wechselnde Mengen Cozymase. 
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Versuch 3. Ebenso, wechselnde Mengen Adenylpyrophosphorsaure. 





Versuch 3 


II 


a Fi ae 
y Adenylpyrophosphorsaure | 80 80 18 
i... Ae eee ree Te 5 50 | 50 


emm CO, 


PNY aon. a wig h ache 249 | 208 120° 6 340 | 177 
60s Dog ee eae oe 480 428 358 218) 27 536 | 343 


Hier seien zunachst die Belege fiir die Gleichung (4) gegeben, je nachdem, 
welche Komponente im Unterschu8 vorhanden ist. Im Anhang zu Kapitel I 
ist die Aufarbeitung gréBerer Ansatze zur Bestimmung des Verhiltnisses von 
Phosphoglycerinsiure zu Hexosemonophosphat mitgeteilt. Im Versuch 4 
ist der EinfluB wechselnder Mengen Hexosediphosphats, und zwar mit und 
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0 2 3 Std. 
Abb. 1. Umsatz von Glucose und Hexosediphosphat im Girtestansatz (8cem) ohne A-Protein. 
Ordinate: emm C Og. 

a Abszisse: Zeit in Stunden. 

Uberall 8 mg Glucose, wechselnde Mengen Hexosediphosphat und anorganisches Phosphat. 
e——e Hexosediphosphat 3,6mg P.0;, anorganisches Phosphat 3,5 mg P20; 
Kor a ” 3,4 » ” - ” 2,0 , » 
o——o Be rics i i MG. « 
4a——a - 0,6 , - - 2,05 , ‘ 

ohne Fluorid wiedergegeben, wobei Tabelle A den geringen Einflu®B der 

Hexosediphosphatkonzentration auf die Geschwindigkeit des Verlaufs 

demonstriert, vg]. auch Abb. 1. Versuch 4, Tabelle B, zeigt, da8 fiir kleine 

Mengen Hexosediphosphat, bei denen das anorganische Phosphat nicht 

volistandig schwindet, die Saurebildung pro Mol zugesetztes (und ge- 

schwundenes) Hexosediphosphat 2 Mol Saure betrigt (Reihe IV, V, VII, 

VIII); bei gréBeren Mengen Hexosediphosphats schwindet das anorganische 
Biochemische Zeitschrift Band 292. 3 
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Phosphat vollstandig, dann ist die Saurebildung unabhangig von dem zu 


gesetzten Hexosediphosphat, dagegen aquimolekular dem zugesetzten an- 


organischen Phosphat (Reihe IT, III, VI). Wenn das anorganische Phosphat 
weiter erhéht wird (I), sehwindet auch die gréBere Menge Hexosediphosphat 
nahezu vollstandig. Wie die letzten drei Spalten zeigen, ist die von de: 


Gleichung (4) verlangte Beziehung: 2 Mol Saure gebildet = 2 Mol anorgani- 


sches Phosphat geschwunden = 
gut erfiillt. 


1 Mol Hexosediphosphat verbraucht, seh: 


A . | "¢ rsuch 4, 


Gartest wie Versuch 


1, mit 7mg B-Protein (ohne 
A-Protein), 80 7 Adenylpyrophosphorsaure, 100 » Cozymase, 8 mg Glucose. 











I IT Ill IV V VI Vi VII 
Hexosediphosphat mg P,0; 3,6} 3,6; 2,4; 1,2) 06; 24 1,2 0,6 
Anorgan, Phosphat mg P, 0; 8,4; 2,0, 2,0; 2,0' 2,0, 20 2,0; 2,0 
co a tae i era sme eae 0 0 0 0 0 4.10°24.10-2 4.107" 
20Min. ........ | 182 (286 (230 (218 155 | 199 | 192 | 159 
aD) ~ 2 + so . » © | 514 (548 (526 (405 [221 
210 ,, (Totalumsatz) . . 1107 (748 728 451 238 715 410 | 267 
B. Phosphatbilanz von Versuch 4. 
mg P20; 10-6 Mol Umsatz 
wa Anorganisches Phosphat _ ig Hexosediphosphat onal eon iaaann: 
sbi : 4 aaghy ganisches diphosphat 
zu- = Schluf- ee zu- SchluB-  ver- bildet Phosphat ge- 
gesetzt| wert ~ weet gesetzt wert braucht , verbraucht schwunden 
I 3,4 0,40 3,0 3,6 0,388 3,22 495 42; 22,2 
I | 2,05 | 0 2,05 86 1,83 227 884 29,0 16.0 
Ill 2,05 | 0 2,05 24 0,27 213 826 29,0 15,0 
IV | 205 0,77. 1,28 12 | 0 12 22 18,0 8,4 
¥ 2,05 | 1,381 | 0,74 06 0 0,6 7 106 10,4 4.2 
VI 2,05 0,08 | 1,97 24 0,33 2,07 32 27,8 14.6 
Vil 2,05 | 0,82 | 1,23 12} 0 1,2 18 17,3 84 
Vill 2,05 1,31 | 0,74 0,6 0 0,6 11,9 10,4 42 


In Versuch 5 ist der Umsatz in Abhangigkeit von der Glucosemenge 
wiedergegeben. Dort, wo diese im Unterschu8 vorhanden ist (II und ITI), 
wird der Umsatz durch die Glucosemenge begrenzt und es gilt wieder, ent- 
sprechend der Gleichung (4), Mol verbrauchte Glucose = Mol gebildete Saure 

Mol verestertes Phosphat. Dasselbe zeigt Versuch 6 in bezug auf Acet- 
aldehyd. Bei den gréBeren Mengen Acetaldehyd in Versuch 6 ist der Ver- 
brauch etwas gréBer, jedenfalls wegen Verlusten; dort, wo der Acetaldehyd 
im UnterschuB8 gegeniiber den iibrigen Komponenten ist (III, IV), ist die 
Aquivalenz: Mol Acetaldehyd geschwunden = Mol Séiure gebildet, voll- 
standig. 

SchlieBlich sei die Bilanz fiir Alkohol demonstriert (Versuch 7): Zwei- 
facher Ansatz von 4cecm. 16mg Glucose, 4,8 mg P,O,;-Hexosediphosphat, 
4mg Acetaldehyd, 2007 Cozymase, 160 Adenylpyrophosphorsaure. 
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Versuch 5. Gartest mit 2,4mg P,O; Hexosediphosphat, 5 mg Acet- 
aldehyd und anorganischem Phosphat = 2,0 mg P,O;, 80 y Adenylpyro- 
phosphorséure und 100 y Cozymase; in 2 Stunden 30 Minuten (Totalumsatz). 





. CN RREEPERE 4 2 
Nr gesetzte zu- ver- emm CO») trauben- Glucose ft Anoveen. 
Glucose  gesetzt estert gebildet | sture , a cer Phosphat 
mg mg P,O;) mg P20; mg braucht | S°Pdet  verestert 
I 8,0 2,0 1,91 645 0,40 288 26,8 
II 4,0 2,0 1,31 502 0,22 22.2 224 185 
Il 2,0 2,0 0,73 281 0,14 11,1 12,5 103 


Versuch 6. Gartest mit wechselnden Acetaldehydmengen. 8 mg Glucose, 
2,4mg P,0O,; Hexosediphosphat, sonst wie Versuch 5. Totalumsatz in 
3 Stunden. 





| mg Acetaldehyd i} 10-6 Mol 
Nr ee - CO» $$ $$$$$_ —_$____— 
sini | am Se | ebilde Acetaldehy . P 
zugesetzt pee I gebildet re Sture gebildet 
I 2,0 0,38 672 36,7 30,0 
II 1,25 0 577 28.4 25,7 
Il 0,62 0 313 142 14.0 
IV 0,40 0 196 91 8.8 


Totalumsatz in 3 Stunden: 1340 emm CO, = 60. 10°° Mol Séure. Alkohol 
vorher 1,03mg, nachher 3,57mg; 2,54mg Zunahme = 55. 10-® Mol. 3,9mg 
P,O; anorganisches Phosphat verestert = 55. 10°° Mol. 

Am klarsten tritt die Wirkung des A-Proteins auf den Fortschritt 
der Reaktion zutage, wenn man das A-Protein erst zusetzt, nachdem die 
geschilderte Reaktion mit B-Protein allein zum Stillstand gekommen 
ist. Dann findet ein weiterer Umsatz statt, dessen hervorstechendste 
Reaktion die folgende ist: 


2 Hexosemonophosphat +- 2 Phosphoglycerinsiure (= 2 Phos- l 

phobrenztraubensaure) (5) 
== 2 Hexosediphosphat -+ 2 Brenztraubensaure, J 
d. h. die Phosphoglycerinsdure iibertrigt, auf dem Weg iiber Phospho- 
brenztraubensaure, ihr Phosphat mittels des Adenylséuresystems auf 
Hexosemonophosphat und wandelt dies in Hexosediphosphat um, wobei 
eine aquimolekulare Menge Brenztraubensiure frei wird. Wir kénnen 
drei Fille unterscheiden, je nachdem der Umsatz der obigen Reaktion (4) 
zum Stillstand gekommen ist wegen Mangels an anorganischem Phosphat, 
an Hexosediphosphat oder an Glucose (der Stillstand durch Schwund 
von Acetaldehyd ist uninteressant). 

a) Wenndie Reaktion (4) wegen Mangels an anorganischem Phosphat 
zum Stillstand gekommen ist, so findet hauptsachlich nur noch die 
Reaktion (5) statt, wobei aber bei gréBerem UberschuB an Glucose die 

3* 
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Phosphoglycerinséure auch mit dieser reagieren kann nach der Glei- 


chung (6): 


1 Glucose + 2 Phosphoglycerinsiure (4 2 Phosphobrenz- | 
traubensaure) (6 
1 Hexosediphosphat + 2 Brenztraubensaure. 


DaB der Umsatz im wesentlichen damit zum Stillstand kommt, liegt 
daran, daB die Reaktionen (3) und (4) auf anorganisches Phosphat 
angewiesen sind. Wiirde Reaktion (6) iiberwiegen, so wiirde pro Mo! 
auftretender Brenztraubensdure nur !/, Mol Hexosediphosphat gebildet 
werden und dafiir Hexosemonophosphat aus Gleichung (4) iibrig bleiben. 
In unseren Gartestansitzen tiberwiegt aber die Reaktion (5) und das 
entstandene Hexosediphosphat ist etwa aquimolekular der gebildeten 
Brenztraubensiure. Das Hexosemonophosphat schwindet nahezu voll- 
standig. Als Beleg diene der folgende Versuch 8. 


Versuch 8. Zwei Girtestansitze von doppeltem Umfang (6 ccm) mit 
16mg Glucose, Hexosediphosphat mit 5,0 mg P,O;, 10mg Acetaldehyd, 
160 7 Adenylpyrophosphat, 2007 Cozymase, 14mg _ B-Protein. Nach 
135 Minuten ist die Saurebildung beendet und Ansatz I wurde verarbeitet. 
In Ansatz II 0,4cem A-Protein zugegeben, Verarbeitung nach weiteren 
150 Minuten. 





mg P, O;5 





mt Brenz- 
cem CO, Sciwer _Hexose- __ trauben- 


anorg. hydroly- qiphos . 
Phosphat _ sierbarer met — 


Ester mg P20; 


WOM Ss se ees 4,2 5,0 
Nach 135 Min. (Ans. I.) . . 0,28 6.4 0,76 
Gees Soe 0,28 0,8 7,0 
i 10-® Mol 
0) 59 35 
RY Rees ss Se ee 63 4 90 53 
(tS Ge a 79 4 11 49.5 


In der ersten Periode sind 63 . 10-® Mol Saure gebildet auf 55 . 10-® Mol 
Sechwund anorganischen Phosphats und 30. 10-® Mol Hexosediphosphats, 
entsprechend der Gleichung (4). Ein kleiner Rest anorganischen Phosphats 
schwindet nicht mehr. Dabei sind 90. 10-® Mol schwer hydrolysierbares 
Phosphat entstanden, das einerseits Hexosemonophosphorsiure enthalt 
(der Gleichgewichtsester wird in 180 Minuten zu 20°, aufgespalten, 80°, 
sind schwer hydrolysierbar) und auf der anderen Seite die Phosphoglycerin- 
siure; die Phosphobrenztraubensiure dagegen ist leicht hydrolysierbar. 
Gleichzeitig ist ein wenig Brenztraubenséure aufgetreten. 

Nach Zusatz von A-Protein nach 135 Minuten in Ansatz II sind 
42. 10-* Mol Brenztraubensaure neu aufgetreten und 44 . 10-* Mol Hexose- 
diphosphorséure, wobei das schwer hydrolysierbare Phosphat bis auf einen 
kleinen Rest geschwunden ist. Es gilt also: Mol Brenztraubensaure gebildet 
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Uber die Reaktionsgleichungen der alkoholischen Garung. 


Mol Hexosediphosphorsaure gebildet, entsprechend Gleichung (5). Jedoch 
ist nicht die ganze vorhandene Saure in Brenztraubenséiure umgewandelt. 
Das liegt nicht nur an der Unvollstandigkeit der Reaktion, sondern auch 
daran, daB trotz Abwesenheit von anorganischem Phosphat in Gegenwart 
von Hexosediphosphat Hexosemonophosphorsiure langsam weiter reagiert, 
was auch an der Neubildung von Siiure zu sehen ist. 

b) Der interessantere Fall ist der, daB die Reaktion (4) zum Still- 
stand kommt wegen vollstandigen Verbrauchs des im UnterschuB vor- 
handenen Hexosediphosphats. Da nunmehr mit A-Protein neue Hexose- 
diphosphorsaure nach Gleichung (5) entsteht, so kann die Reaktion 
fortschreiten. Die neu  gebildete Hexosediphosphorsaiure  reagiert 
wieder nach (4). Es tritt neue Phosphoglycerinsiure auf, die wieder 
nach Gleichung (5) bzw. (6) sich umestert usw., d. h. der Umsatz nach 
Gleichung (4) ist jetzt nicht mehr stéchiometrisch, sondern schreitet 
wegen dauernder Neubildung von Hexosediphosphorsaure so lange fort, 
bis eine andere Komponente erschépft ist. Dasselbe ist auch der Fall, 
wenn die Reaktion (4) urspriinglich wegen Erschépfung des anorgani- 
schen Phosphats zum Stillstand gekommen ist, aber gleichzeitig mit 
A-Protein auch anorganisches Phosphat zugegeben wird. Dieser Fort- 
schritt der Reaktion (4), der an das neue Entstehen von Hexosediphos- 
phorsaure gekniipft ist, bleibt aber aus, wenn das Oxydoreduktions- 
system ausgeschaltet wird. Man kommt deshalb annihernd zum selben 


Ergebnis wie im Falle a), wenn man zugleich mit dem A-Protein Jod- 
essigsiure zusetzt, das die Oxydoreduktion, aber nicht die Phosphat- 
iibertragung hemmt. 


Als Beispiel diene Versuch 9, in dem die folgenden Ansatze (von je 
doppeltem Umfang) aufgearbeitet sind: 

I. 14mg B-Protein; mit 16mg Glucose und 2,4mg P,O,-Hexose- 
diphosphorsdure; 4,0 mg P,O,;-anorganisches Phosphat. 


II. 14mg B-Protein; 16 mg Glucose, 4,8 mg P,O;-Hexosediphosphor- 
siure; 6,8 mg P,O,;-anorganisches Phosphat. Nach 3 Stunden, d.h. beim 
Stillstand der Saéurebildung, werden Ansatz I und II verarbeitet und in 
damit identischen Ansatzen 0,4 cem A-Protein zugesetzt, und zwar: La allein, 
Ib mit m/200 (Gesamtkonzentration) Jodessigsiure, Ila A-Protein allein, 
IIb mit m/200 Jodessigsiure; diese nach weiteren 2'/, Stunden verarbeitet. 
Die erste Periode entspricht den bisher beschriebenen Versuchen. In der 
zweiten Periode ist der Umsatz verschieden, je nachdem Jodessigsaure 
zugesetzt ist oder nicht. Im ersten Falle (Ib und IIb) ist praktisch keine 
zusatzliche Saure gebildet. Das anorganische Phosphat ist gleichgeblieben, 
der gréBte Teil des schwer hydrolysierbaren Esters verschwindet und 
es entstehen aquimolekulare Mengen Brenztraubensiure und Hexose- 
diphosphat. Dabei ist der weitaus gré8te Teil der in der ersten Periode 
entstandenen Saure in Brenztraubensaure iibergegangen. In den jodessig- 
sdurefreien Ansadtzen Ia und Ila dagegen ist weitere Siure gebildet, wobei 
das anorganische Phosphat fast vollstandig verschwunden ist. Die Hexose- 
diphosphorsaéure hat dabei stirker zugenommen als mit Jodessigsdure, 
obgleich der schwer hydrolysierbare Ester weniger abgenommen hat. Auch 
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Versuch 9. A. 





mg P.0O;- 
Zusatz 


mg P.O; vorhanden 


S$ mg 
emm schwer Brenz 

Hexose- |anorg.. CO. anorg. hydro- | Hexose-  traube: 

diphos- | Phos- Phos- lysier-  diphos- siure 

phat | phat phat bares phat 

| Min. | Phosphat 


Zeit Zusatz 


180 2,00 | 0,0 
830 A-Protein . . ; ? 0,30 , 5,30 
330 A-Protein 2, 2,14 (3,0) 
+ Jodessig- 
saure ; 
180 3 2,02 
330 A-Protein . . 5 0,65 
330 A-Protein ; ) 2,44 
|| + Jodessig- 


saure 


B. Umsatz fiir beide Perioden. 10-6 Mol. 





— 


Anderung 
Saure- pane des schwer 
bildung — 4es_anorga- pvdrolysier- des Hexose-| 4° Brenz- 


nischen trauben- 
° ‘ baren diphosphats 
Phosphats Phosphats siiure 





I | 1.Periode .. 40 ee ~ 47 
Ia 2. < 42 — 2 + 37,6 
Ib! 2. ne 3 + 2 + 21 


IT ; ‘er 66 — 65 — 33 
IIa , é 45 —19 + 52 
nh} Sy ae 9 + 6 + 45,5 


hier ist die Brenztraubenséurebildung aquimolekular der Bildung det 
Hexosediphosphorsaure. AuBerdem ist aber die Reaktion nach Gleichung (4) 
weitergelauten, bis alles anorganische Phosphat verbraucht ist. 

c) SchlieBlich sei noch der dritte der oben genannten Fille an einem 
Beispiel diskutiert, nimlich, daB die Reaktion (4) wegen Erschépfung 
der Glucose zum Stillstand kommt. Der einzige Phosphatakzeptor ist 
dann Hexosemonophosphorsaure, die aber auch nach Gleichung (3) 
weiter zerfallen kann. Tatsachlich wird von den zwei méglichen Wegen 
die Umesterung nach (5) bevorzugt, aber auch Reaktion (3) ist nach- 
weisbar. Das Verhaltnis, in dem die beiden Reaktionen ablaufen, labt 
sich ungefihr bestimmen, wenn man gleichzeitig zwei weitere Ansiatze 
aufarbeitet, einen, in dem auBer A-Protein Jodessigsiure (m/200), und 
einen, in dem auBer A-Protein Natriumfluorid (m/25) zugesetzt ist. Mit 
Jodessigsiure, die die Oxydoreduktion hemmt, wird die ganze Hexose- 
monophosphorsiure zu Hexosediphosphorsdure umgeestert und die 
ganze Phosphoglycerinsiure wird Brenztraubensiiure. Wir erhalten 
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dann, durch Addition der Gleichungen (4) und (5) die Bilanzgleichung (7), 


in der Hexosemonophosphorsiure und Phosphoglycerinsiure heraus- 


fallen: 


1 Hexosediphosphorsaure + 2 Glucose + 2 Phosphorsiéure | 
+ 2 Acetaldehyd 
2 Hexosediphosphorsaure + 2 Brenztraubensiure + 2 Alkohol, J 


(7) 


Das Beispiel (Versuch 10, IIT) zeigt, wie genau diese Beziehung zutrifft. 
Die im UnterschuB zugegebene Glucose (40 . 10-6 Mol) ergab hier in der 
|. Periode mit B-Protein allein 4,3 .10~® Mol Brenztraubensaure und 
nach Zusatz von A-Protein und Jodessigsiure weitere 38 . 10~® Mol, 
wobei 33,5 . 10-§ Mol Hexosediphosphorsaure auftreten. 


Umgekehrt mit 4.10-® n Natriumfluorid. Dies hemmt_ voll- 
stindig den Ubergang von Phosphoglycerinsiure zu Phosphobrenz- 
traubensdure. Da die Umesterung der Phosphobrenztraubensadure 
selbst nicht gehemmt wird, so kann nun noch so viel Brenztraubensaure 
entstehen, wie vorher schon Phosphobrenztraubensaure vorhanden war; 
das ist auf Grund der Gleichgewichtsverteilung etwa ein Viertel der 
gleichzeitig anwesenden Phosphoglycerinséure. Die Oxydoreduktion 
wird dagegen nicht gehemmt, ebensowenig wie diejenige von Glucose 
+ Hexosediphosphorséure. Diese vollzieht sich aber bilanzmaBig in 
Fluorid, wie unten naher ausgefiihrt wird, nach der Gleichung (8) 


| Hexosemonophosphorsaure +- 1 Phosphorsaéure + 2 Acetaldehyd | ° 
==: 2 Phosphoglycerinsaéure + 2 Alkohol. (8) 


Hierbei verlauft gleichzeitig die Reaktion (2) von Warburg und Christian 


1 Hexosemonophosphorsaure -+- 1 Phosphorsaéure 
== ] Hexosediphosphorsaure. 


Nach (8) miiBte also doppelt soviel Saure entstehen wie anorganisches 
Phosphat verschwindet, wenn nicht noch die Reaktion (2) stattfindet. 


Tatsachlich sind in dem Versuch 10, IV, wo aus 40. 10-® Mol Glucose 
mit B-Protein allein knapp 40 Mol Hexosemonophosphorséure und 40 Mol 
Phosphoglycerinséure (-+ Phosphobrenztraubenséiure) entstanden _ sind, 
nach Zusatz von A-Protein und Natriumfluorid 9. 10-* Mol Brenztrauben- 
siure aufgetreten und andererseits 26.10-® Mol Saéure gebildet worden, 
wovon etwa 4.10-® Mol auf Veresterung zu beziehen sind. Dabei wurden 
16. 10-® Mol anorganisches Phosphat aufgenommen. Es wurde im Ver- 
haltnis zum veresterten anorganischen Phosphat weniger als das Doppelte an 
Saéureiquivalenten neu gebildet, und ferner kam iiber die durch Um- 
esterung entstandene Hexosediphosphorsiure (9.10~-® Mol) hinaus noch 
etwas mehr hinzu. Beides kommt auf Rechnung der Reaktion (2). Die 
Reaktion im ganzen ist aber unvollstandig, weil in dieser zweiten Periode 
das anorganische Phosphat erschépft ist. Auch in weiteren Versuchen 
derselben Art mit Fluorid war neben der Reaktion (8) die andere (2) nach- 
weisbar, aber nicht im genauen Verhaltnis 1:1. Die Saurebildung war 
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Versuch 10. Doppelansatz (6 ccm) mit 14 mg B-Protein, 160 y Aden, 
pyrophosphorsaéure, 200 y Cozymase, 6 mg Acetaldehyd, Hexosediphospho: 


siure mit 4,8 mg P,O; (34.10-® Mol) und 7,2 mg Glucose (40. 10-® Mol), 


anorganisches Phosphat mit 4,1 mg P,O,; (58 . 10-® Mol). 
I: Mit 165 Minuten verarbeitet, Totalumsat, 
II: ebenso, nach 165 Minuten 0,4 eem A-Protein. 
III: Ebenso, 0,4 mg A-Protein + 4.10-® mol. Jodessigséure. 
IV: Nach 165 Minuten 0,4mg A-Protein 
konzentration). 


B-Protein allein, nach 


V: Zu Beginn B- und A-Protein zugesetzt, nach 165 Minuten verarbeitet 


-4.10-?n NaF (Gesamt- 





Zeit- 
absehnitt 


Min. 


0—165 
165—-285 
165—285 


165 —285 


0—165 


I || 0—165 
Il 165—285 
II _ 
IV : 
v | 0—165 


Auber 
B-Protein zugesetzt 


A-Protein 
A- Protein 
+ Jodessigsaure 
A-Protein 
+ Nak 
A-Protein 


10-® Mol Umsatz im Zeitabschnitt 


emm CO, 
pro Zeit- 
abschnitt 


912 
254 
67 


590 
1030 


+ 41 
+ 11,3 
+ 3 
+ 26,3 
+ 46 


Vorhanden am Schluf des 


mg P, 0, 

anorga- 

nisches 
Phos- 


phat 


1,48 
1,26 
1,54 


0,30 


1,28 


— 37 
— 8 
0: 
— 16 
— 40 


mg P2 O; 
schwer 
hydro- 
lysier- 

barer 
Ester 


4,60 
1,65 
0,35 


4,35 


0,75 


+ 65 
— 41,5 
— 60 
— 35 
+ 10,5 


Zeitabschnitts 


mg P.O; 
Hexose- 


diphos- 
phat 


1,20 
5,43 
5,90 


3,73 


5,64 


— 25,5 
+ 30 
+ 33,5 
+12 
+ 6,0 


mg 
Brenz- 
trau- 
ben- 
sdure 


0,38 
3,32 
3,76 
1,16 


2,93 


stets kleiner als das doppelte Aquivalent des vergsterten Phosphats, abet 
groBer als das einfache Aquivalent. 


LaBt man Jodessigsiure und Natriumfluorid fort, so erhalt man 
eine dazwischen gelegene Reaktionsbilanz. In dem Versuch 10, II sind 
11 .10~® Mol Saure durch Zusatz von A-Protein entstanden, anderer- 
seits aus Phosphoglycerinsdure 33,5 . 10-® Mol Brenztraubensaure, und 
es wurde sehr wenig anorganisches Phosphat aufgenommen. Uber- 
schlagsweise liBt sich berechnen, daB zwei Drittel bis drei Viertel der 
Hexosemonophosphorsiure durch Umesterung von Phosphat aus 
Phosphoglycerinsiure zu Hexosediphosphorsiure reagiert haben, 
waihrend der Rest im Sinne der Bilanzgleichung (3) weiter zerfiel. 
SchlieBlich ist in dem Versuch noch ein Ansatz (V) aufgefiihrt, in dem 
A- und B-Protein zusammen zu Beginn zugesetzt sind. Der molare 
Umsatz ist hier genau die Summe der beiden Perioden mit B-Protein 
allein und nachtraglichem Zusatz von A-Protein. Insbesondere sind 
39 . 10-6 Mol Brenztraubensiure aufgetreten, bei 46 . 10-6 Mol Gesamt- 





saure 
Verb 


sich 
und 
ab, 
Hex 
vern 
diph 
eine 
verk 
Rea 
1 M 
ents 
wit 
Car] 


Uber die Reaktionsgleichungen der alkoholischen Garung. 4] 


siurebildung, Veresterung von 40 . 10~® Mol anorganischem Phosphat, 
Verbrauch von 40 .10~-® Mol Glucose. 


Wir kommen nun zuriick zu dem Fall, daB in Ansitzen, in denen 
sich Hexosediphosphorsiure im Unterschu8 befindet, gleichzeitig B- 
und A-Protein zugegeben wird. Dann lauft in der Bilanz die Reaktion (7) 
ab, aber nicht mehr stéchiometrisch im Verhaltnis zur vorgegebenen 
Hexosediphosphorsaure, sondern autokatalytisch, da sich diese dauernd 
vermehrt. Man kann daher mit einer geringfiigigen Menge Hexose- 
diphosphorsaure anfangen; der Umsatz wird so lange fortschreiten, bis 
eine der anderen Komponenten, also z. B. anorganisches Phosphat, 
verbraucht ist. Dann sind auf Grund der Gleichung (7) fiir 2 Mol in 
Reaktion getretene Glucose 2 Mol anorganisches Phosphat verestert, 
1 Mol Hexosediphosphorsaure gebildet und 2 Mol Brenztraubensaure 
entstanden, wobei 2 Mol Acetaldehyd zu Alkohol geworden sind. Fiigen 
wir jetzt nachtraglich dialysierten Mazerationssaft hinzu und lassen die 
Carboxylasereaktion ablaufen: 


2 Brenztraubensdure = 2 Acetaldehyd +. 2 CO, (9) 


und addieren diese Gleichung wieder mit der Bilanzgleichung (7), so 


erhalten wir die Gleichung 


1 Hexosediphosphorsiure -+- 2 Glucose +- 2 Phosphorsaure} 
= 2 Hexosediphosphorsiure + 2 Alkohol + 2 CO, 


(10) 


Dies ist die Harden- Youngsche Gleichung, denn wir miibten, wenn es 
auf die Bilanz ankommt, auf beiden Seiten ein Mol vorgegebene 
Hexosediphosphorsiure fortstreichen. Es ist aber gut, die Hexosedi- 
phosphorsdure auf der linken Seite stehenzulassen, nicht nur wegen 
des Reaktionsmechanismus, sondern weil die Reaktion (10) nicht 
eintritt, wenn nicht Hexosediphosphorsaure vorgegeben ist. Das ist 
von der Garung des Mazerationssaftes lange bekannt!. Tatsachlich 
kénnen wir mit der vorgegebenen Hexosediphosphorséuremenge bis 
etwa 0,15 mg P,O; Hexosediphosphorsiure in 3 ccm Ansatz herunter- 
gehen, ahnlich weit wie bei der Auslésung der Angarung im Mazerations- 
saft, um den Umsatz in Gegenwart von A- und B-Protein bis zum 
Verbrauch des ganzen anorganischen Phosphats fortschreiten zu lassen. 
Dabei ist die Anfangsgeschwindigkeit bei kleinen Mengen Hexose- 
diphosphorséure von deren Konzentration abhangig, ahnlich wie beim 
Beginn der Angirung des Mazerationssaftes. 


1 O. Meyerhof, Zeitschr. f. physiol. Chem. 102, 185, 1918. Dort ist 
bereits aus dem Garanstieg mit verschiedenen vorgegebenen Mengen Hexose- 
diphosphorsiure geschlossen, daB es sich um eine Autokatalyse handeln 
muB. Die vorliegenden Versuche bestatigen die Richtigkeit dieser Deutung. 
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Dieser Reaktionsmechanismus, der tiber die Gleichungen (4), (5) 
(6), (7) und (9) zu der Gleichung (10) fiihrt, enthalt auch zur Hauptsach: 
die Erklarung fiir die modifizierte Form der Harden- Youngschen 
Garungsgleichung, die der Wahrheit besser entspricht als die urspriing. 
liche, wonach namlich die Summe des veresterten Phosphats (Hexose 
monophosphorsaure + Hexosediphosphorsaéure) und nicht die Hexose- 
diphosphorsaure allein der vergorenen Glucosemenge aquivalent ist, 
Wenn sich bei Uberschu8 von Glucose die Umesterung teilweise nach 
Gleichung (6) vollzieht, statt nach (5), so entsteht weniger Hexosedi 
phosphorsaure, dafiir bleibt aber eine in bezug auf Phosphat genau 
iibereinstimmende Menge Hexosemonophosphorsaure tibrig, die nach (4) 
entstanden ist und nun nicht als Phosphatakzeptor dient. Das ist die 
modifizierte Harden-Youngsche Gleichung. Hinzu kommt noch eine 
Vergarung der Hexosemonophosphorsaure nach Gleichung (3), die 
selbst nur eine Bilanz vorstellt und, wie wir in Kapitel V zeigen, auf 
demselben hier besprochenen Reaktionsmechanismus beruht, und 
schlieBlich die direkte Aufnahme von anorganischem Phosphat, bei der 
Hexosemonophosphorsaure zu Hexosediphosphorsaéure verestert wird. 
Dies tritt aber erst in Fluorid bilanzmaBig in Erscheinung. 

Der Umsatz von Hexosediphosphorsiure +- Glucose in Fluorid, 
der bei gleichzeitiger Anwesenheit von A- und B-Protein vor sich geht, 
muB noch besprochen werden. Hier ist die Weiterreaktion der Phospho- 
glvcerinsaure unterbrochen und alle neu entstandene Hexosediphosphor- 
sdure ist auf Grund der Reaktion (2) entstanden, Wiirde diese mit der 
oben angefiihrten Gleichung (8) in Fluorid 


1 Hexosemonophosphorsaure +- 1 Phosphorséure 4 2 Acet- | 
aldehyd 
== 2 Phosphoglycerinséure + 2 Alkohol y 


(8) 


genau stéchiometrisch verlaufen, so kamen wir auf die Bilanzgleichung 


2 Hexosemonophosphorsaure -!- 2 Phosphorsaéure + 2 Acet- 
aldehyd 
1 Hexosediphosphorséure +4- 2 Phosphoglycerinsiure | 


- 2 Alkohol. 


Wenn wir diese Gleichung nun mit der Gleichung (4) addieren, die ja 
in An- und Abwesenheit von Fluorid tibereinstimmt, so kamen wir zu 
der vollistandigen Bilanz in Fluorid, bei der wieder die Hexosemono- 
phosphorsaure herausfiillt 


(11) 


+ 4 Acetaldehyd 
1 Hexosediphosphorsiure + 4 Phosphoglycerinsaure | 
+ 4 Alkohol 


1 Hexosediphosphorsiure + 2 Glucose + 4 Phosphorsaéure | 


(12) 


1 4A, Harden, ,,Aleoholic fermentation’, 4. Aufl. London 1932, S. 69. 
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Hier ist also Hexosediphosphorsiure auf beiden Seiten in gleicher 
Menge vorhanden. Wir haben die Hexosediphosphorsiurekatalyse 
(aber nicht Autokatalvse) vor uns, d. h. genau die Gleichung (d) unseres 
Schemas, die ja selbst in Fluorid in Gegenwart von Acetaldehyd fest- 
vestellt wurde und daraufhin dem Schema eingefiigt worden ist. Nun stellt 
dieser Verlauf eine gewisse Idealisierung dar, weil im allgemeinen weniger 
Hexosemonophosphorsaiure zu Hexosediphosphorséure verestert, als 
nach Gleichung (8) gespalten wird. Dementsprechend nimmt, wenn 
man von Hexosediphosphorsaure -+- Glucose ausgeht, die erstere langsam 
ab, besonders bei gréBeren Mengen zugesetzter Hexosediphosphorsaure, 
bei kleinen weniger und bei ganz kleinen diirfte die Gleichung (12) 
ebenso wie die Gleichung (d) unseres Schemas genau zutreffen. In der 
Tat wird Glucose in Gegenwart von sehr wenig Hexosediphosphorsaure 
bei gleichzeitiger Anwesenheit von A- und B-Protein auch mit NaF 
bis zum Schwund des anorganischen Phosphats umgesetzt. Hierbei 
entsteht also fortlaufend Hexosediphosphorsdure, denn sonst wirde 
die Reaktion zum Stillstand kommen. 


Zu beachten ist, daB nach Gleichung (12) 4 Mol anorganisches 
Phosphat 2 Mol Glucose verestern und hierfiir 4 Mol Saure auftreten 
sollten, ohne Natriumfluorid aber je nur 2 Mol. Bei UnterschuB von 
Glucose tritt also in Fluorid mehr Saure auf als ohne Fluorid. Kommt 
aber der Umsatz wegen Verbrauchs von anorganischem Phosphat zum 


Stehen, so ist die Saurebildung in beiden Fallen ungefahr gleich, denn 
nach Gleichung (7) sind fiir 2 Mol verestertes Phosphat 2 Mol Brenz- 
traubensaure entstanden und nach Gleichung (12) fiir 4 Mol verestertes 
Phosphat 4 Mol Phosphoglycerinsiure. Im folgenden ist fiir jeden Fall 
ein Versuch als Beleg mitgeteilt. Besonders bei UnterschuB8 von Glucose 
wird die Bilanz durch Nebenreaktionen ziemlich gestért; ferner ist der 
Unterschied mit und ohne Fluorid etwas kleiner als der Vergleich der 
Formeln (7) und (12) angibt, weil diese ja eben Idealisierungen vor- 
stellen und auch ohne Fluorid nebenher noch die Reaktionen nach 
Gleichung (8) und (2) ablaufen. Im wesentlichen trifft aber die an- 
gefiihrte Voraussage zu. 

Man sieht gleichzeitig aus Versuch 11 (Unterschu8 von Phosphat), daB 
bei wachsender Menge Hexosediphosphorsiure zwar die Saurebildung im 
ganzen gleich ist, weil sie dann nur noch von dem Verbrauch des anorgani- 
schen Phosphats bestimmt wird, aber mit verschiedener Anfangsgeschwin- 
digkeit vor sich geht (vgl. Abb. 2). Dieses Ergebnis muf mit dem ent- 
sprechenden Versuch 4 (Abb. 1) verglichen werden, der ohne A-Protein 
ausgefiihrt ist. Vergleicht man den Umsatz von Versuch 11 (I bis IV) mit 
Gleichung (7), so ist ohne Fluorid der iiberwiegende Teil der Saure Brenz- 
traubensiure (nach Ausrechnung der ,,Veresterungskorrektur™ 85°). 
Daneben ist ein wenig schwer hydrolysierbarer Ester entstanden, d. h. 
Hexosemonophosphorséure und Phosphoglycerinsiure. Dabei ist aber 
erheblich zu wenig Hexosediphosphorsaure hinzugebildet. Immerhin ist der 
Unterschied ohne und mit Fluorid, in welchem Falle die Hexosediphosphor- 
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siure abnimmt, etwa 12. 10-® Mol Hexosediphosphorsaure. Er sollte, wie 


der Vergleich der Formeln (7) und (12) zeigt, gleich der Halfte der y 
bildeten Brenztraubensaure, also etwa 16. 10-° Mol betragen. Fall 2 zeiv: 
Versuch 12. Bei UnterschuB von Glucose ist Saurebildung und Phosphat 


veresterung in Fluorid in der Tat erheblich gr6Rer, aber doch nicht das 
Doppelte des Ansatzes ohne Fluorid. Insbesondere ist die Veresterung von 


anorganischem Phosphat auch ohne Fluorid héher, als nach Gleichung (7 


zu erwarten ist (16,6. 10°° Mol), jedenfalls, weil auch hier die Reaktion 


zum Teil nach der Gleichung (12) ablauft. 
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Umsatz von Glucose und Hexosediphosphat im Giirtestansatz mit A- und B-Protein 
mit n/25 NaF. 


Abb. 2. 
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B. Umsatz in 10-* Mol. 
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Versuch 12. UnterschuB von Glucose. Gartestansatz mit A- und B-Pro- 
tein. 3mg Acetaldehyd, 100 » Cozymase, 80 y Adenylpyrophosphorsaure, 
38mg Glucose (16,6. 10-° Mol) und 2,4mg P,O, Hexosediphosphorsiure 
(16,9 . 10-® Mol). 

In 3 Stunden 

ohne NaF Saurebildung. . . 402cmm CO, = 18 . 10°® Mol 
mit NaF ........ . 564cemm CO, = 25,3. 10-* Mol 


Veresterung von anorganischem Phosphat 
ohne NaF. ....... .. 1,99mg P,O, = 28. 10-® Mol 
mit NaF ........ . 2,68mg P,O, = 38. 10-* Mol 


Anhang zu Kapitel I. 


Wie oben erwahnt, ist es nétig, durch Aufarbeitung gréBerer Ansitze 
festzustellen, daB bei dem Umsatz nach Gleichung (4) Hexosemonophosphor- 
siure und Phosphoglycerinséure in gleichen Mengen auftreten. Zwei Bei- 
spiele der Verarbeitung seien angefiihrt: 

A. Girtestansatz von 100fachem Volumen. 360mg _ P,O,-Hexose- 
diphosphorséiure, 800 mg Glucose, 340mg P,O, anorganisches Phosphat, 
500 mg Acetaldehyd, 700mg B-Protein und entsprechende Mengen Co- 
Fermente und Salze; nach 3'/, Stunden verarbeitet. 80°, des Trichlor- 
essigsdurefiltrats mit Ba(OH), auf py 8 gebracht, mit 3 Teilen Alkohol 
gefallt, Fallung kongosauer gelést, Riickstand verworfen und Lésung 
fraktioniert: 

I: kongosauer mit 2 Teilen Alkohol gefallt = 1,3 g 
II: neutral mit 3 Teilen Alkohol gefallt = 1,85¢ 


Die I. Fraktion enthalt als schwer hydrolysierbares Phosphat nur 
Phosphoglycerinsdéure, als leicht hydrolysierbares Dioxyacetonphosphor- 
siure und etwas Hexosediphosphorsaure. 

Die II. Fraktion enthalt als leicht hydrolysierbares Phosphat auf 
Grund des Jodwertes Phosphobrenztraubensaure, als schwer hydrolysier- 
bares fast nur Hexosemonophosphorsaure. 

Fraktion II wurde durch Fallung mit Silbernitrat in neutraler Lésung 
und anschlieBende Fallung mit Bleiacetat, neutral und basisch, weiter 
fraktioniert. Die Silbernitratfaillung enthielt Phosphobrenztraubensaure 
und etwas Hexosemonophosphorsiure, diese war auf Grund der Drehung 
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und der Reduktionswerte aber wesentlich in der Bleiacetatfallung. Schlie 
lich war in der Fallung mit basischem Bleiacetat auf Grund der Zeis: 
Fanto-Bestimmung a-Glycerinphosphorséure mit 13 mg Glycerin, wahreind 
nach Drehung und Reduktion 170 mg P,O; in b) und ec) als Hexosemono- 
phosphorséure erkannt wurden. Die Verteilung des P,O, in den einzelne:; 
Fraktionen zeigt die Ubersicht: 





mg P20; 





Vorhanden in 80°/,) des 


direk | Fraktic nierung 
akt | 
A usgangsv olumens 


verar- I. Fraktion |II. Fraktion von II 
beitet | ro 


b 


Anorganisches Phosphat ... . | 22 
Alkaliverseifbares Phosphat . . . 17 
Jodwert (Phosphobrenztrauben- 
siure). ‘ML Tis Me cae Pgh ok ey 
Leicht hydrolysierbares Phosphat 
(abziigl. Phosphobrenztrauben- 
saure) . ee Oe re ee 
Schwer hydrolysierbares Phosphat 


FP RN eee 188 166 


2: 265 276 


33 


50 38 


Aus der Ubersicht ergibt sich fiir 540 mg verestertes P,O, die folgende 
Verteilung: Triosephosphorsaéure 35, Hexosediphosphorsaure 50, Phospho- 
brenztraubenséiure 33, Phosphoglycerjnséure 188, Hexosemonophosphor- 


siure 190, Glycerinphosphorséure 10. Danach sind 85mg P,O,; (Hexose- 
diphosphorsiure + Triosephosphorsiure) noch nicht weiter umgesetzt. Von 
dem Rest, 455mg, sind 190mg als Hexosemonophosphorsiure wieder- 
gefunden, 220 mg als Phosphoglycerinséure und Phosphobrenztraubensiaure. 
Auf Grund des Gehalts an Glycerinphosphorséure miissen noch 10 mg 
Phosphoglycerinsiure, fiir die Dismutation 1 Hexosediphosphorsiiure 

| Phosphoglycerinsiure + 1 «-Glycerinphosphorsaéure, abgezogen werden. 
Dann sind fast genau gleich viel Hexosemonophosphorsaéure und durcli 
Acetaldehydreduktion gebildete Saéure vorhanden. 

B. Ein zweiter, ahnlicher Versuch wurde bereits nach 1 Stunde Reak 
tionszeit abgebrochen. Das Endresultat sei hier kurz wiedergegeben. Nach 
Zusatz von Bariumacetat fraktioniert 

I: bei py 8,5 mit 10°, Alkohol, 
II: mit neutralem Bleiacetat, 
III: mit basischem Bleiacetat. 


Die Fraktion I, die die Hauptmenge des gebundenen Phosphats ent- 
hielt, wurde nochmals mit Alkohol bei schwach kongosaurer neutraler und 
schwach alkalischer Reaktion fraktioniert. Von 266 mg P,O,; gebundenen 
Phosphats wurden 232 mg wiedergefunden. Ein gewisser Rest war aul- 
gespalten, im ganzen ergaben sich 82,5 mg P,O, Phosphoglycerinsaure in 
Fraktion Ia und Ib, 51mg P,O; Hexosemonophosphorsaure in Fraktion [1 
und III und 43 mg P,O,; davon in Fraktion Ib und Ic, bestimmt mittel- 
Reduktion nach Hagedorn und Jensen und Drehung. Ferner waren 11 my 
P,O; Phosphobrenztraubensiure vorhanden (bei direkter Bestimmuny 
16,7 mg), ferner auf Grund eines Zymohexaseansatzes 30mg Hexose- 
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diphosphorséure, 12 mg Dioxyacetonphosphorsaure. 99 mg sind danach 
Phosphoglycerinsiure und Phosphobrenztraubensiure, 94 mg Hexose- 
monophosphorsaure. 


Ill. Bemerkungen zur Funktion von A- und B-Protein. 

Bereits die Versuche des Kapitels II zeigen, daB das zunachst 
ritselhafte Zusammenwirken der beiden Proteinfraktionen im Girtest 
darauf beruht, daB das A-Protein das Phosphat iibertragende Ferment 
enthalt und das B-Protein, das ja eine weniger reine Fraktion ist, die 
iibrigen Fermentproteine, insbesondere die mit der Cozymase zu- 
sammenwirkenden ,,Apodehydrasen. Genau gilt dies nur, wenn das 
B-Protein dialysiert und getrocknet ist, denn vorher ist es zu einem 
gewissen Grade zur Umesterung des Phosphats und zur Bildung von 
Brenztraubensaure befahigt. Diese Fahigkeit verliert es aber offenbar 
durch Denaturierung der empfindlichen Proteine. Andererseits enthalt 
das A-Protein nicht alle mit dem Adenylsdiuresystem zusammen- 
wirkenden phosphorylierenden Fermente, vielmehr kommt die Ver- 
esterung von anorganischem Phosphat mit Glucose zu Hexosemono- 
phosphorsiure nach Gleichung (4), die an die gleichzeitige Oxydo- 
reduktion gekniipft ist, durch Zusammenwirken von Adenylpyro- 
phosphorsdiure und Cozymase mit B-Protein zustande. Das A-Protein 
enthalt aber das Ferment, das Phosphobrenztraubensdiure mit Adenylsdure 
bzw. Adenosindiphosphat zu Adenylpyrophosphat und Brenztraubensdure 
umestert, und Adenylpyrophosphat mit Glucose oder Hexosemonophosphor- 
sdure zu Hexosediphosphorsdure und Adenylsiure. Insbesondere wird 
bei Aufnahme von anorganischem Phosphat durch Glucose mit B-Protein 
allein ausschlieBlich Hexosemonophosphorsiure gebildet. Jede Bildung 
von Hexosediphosphorsdure, auch diejenige nach der Reaktion (2), die 
man in Fluorid beobachtet, verlangt die Anwesenheit von A- Protein. 


Die Richtigkeit dieser Folgerungen laBt sich experimentell zeigen, 
wenn man die einzelnen Zwischenreaktionen der Garung getrennt mit 
A- und B-Protein priift. Es zeigt sich, daB A-Protein in einer Menge 
und einem Reinheitsgrad, wie sie in den Versuchen des Kapitels II ver- 
wandt wurden, fiir sich allein imstande ist, das Phosphat von Phospho- 
brenztraubensiure auf Glucose oder Hexosemonophosphorsaure mit 
Hilfe von Adenylpyrophosphorsaéure zu iibertragen, B-Protein nicht. 
Ebenso wie bei den eigentlichen Giartestreaktionen ist Adenylpyro- 
phosphorsiure der Adenylsaure sehr tiberlegen, was dafiir spricht, daB, 
ihnlich wie in gealtertem Muskelextrakt, der Hauptumsatz sich zwischen 
Adenosindiphosphorsaure und Adenosintriphosphorsaure vollzieht. Bei 
der Umesterung von Glucose tritt in der Hauptsache Hexosemonophos- 
phorsdure, bei derjenigen von Hexosemonophosphorsaure allein Hexosedi- 
phosphorsaure auf. 
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Phosphoglycerinsiure kann dagegen mit A-Protein allein nicht 
sein Phosphat auf Glucose umestern, sondern nur mit A- und B-Protein 
zusammen, weil die ,,Enolase‘‘, die Phosphoglycerinsaiure in Phospho. 
brenztraubensiure verwandelt, in der B-Proteinfraktion enthalten ist, 
Mit dem ganzen GaArtestansatz ohne Acetaldehyd kann man dann 
Phosphat von Phosphoglycerinséure auf Glucose oder Hexosemono- 
phosphorséure mit denselben Co-Fermentmengen iibertragen, wie sie 
bei der Gartestreaktion benutzt werden, und auch mit ahnlicher Ge- 
schwindigkeit, wobei die Phosphoglycerinséure in Brenztraubensiure 
gespalten wird. Dies geschieht aber nicht, wenn nicht Glucose oder Hexose- 
monophosphorsdure als Phosphatakzeptor anwesend ist. Dies ist der 
Grund, weshalb Warburg und Christian die Bildung von Brenztrauben- 
siure aus Phosphoglycerinséure im Giartestansatz vermiBt haben. Da- 
gegen kann man die Phosphoglycerinsiure mit aquivalenten Mengen 
Adenylsiure umestern, wobei eine entsprechende Menge Brenztrauben- 
siure frei wird nach der Gleichung 

2 Phosphoglycerinséure + 1 Adenylsiure ; 
2 Brenztraubensaure -} 1 Adenylpyrophosphorsaure (13) 
Die gebildete Adenylpyrophosphorséure wird dann nicht mehr auf- 
gespalten, weil es hierzu eines Phosphatakzeptors bedarf, ebenso wenig 
zugesetzte Adenylpyrophosphorsaure. Infolgedessen kommt eben die 
katalytische Wirkung ohne Phosphatakzeptor nicht zustande. 
Die zweite Teilreaktion der Umesterungsgleichung 
2 Glucose + 1 Adenylpyrophosphorsaure 
== 2 Hexosemonophosphorsaure + 1 Adenylsaure 


(14) 


laBt sich ebenfalls mit A-Protein allein erméglichen. Diese Reaktion, 
wenn auch weniger vollstandig, geht jedoch auch mit getrocknetem 
B-Protein vor sich. Ob die Unvollstandigkeit darauf beruht, daB hier nicht 
Adenylsiure, sondern Adenosindiphosphorsaure entsteht, wurde nicht 
untersucht, doch ist bemerkenswert, daB diese Reaktion jedenfalls zu 
einem Teil mit beiden Proteinfraktionen méglich ist. Dies spricht 
dafiir, da bei der Aufnahme von anorganischem Phosphat durch 
Glucose, die mit B-Protein allein im Gartest in Gegenwart von Adeny|- 
pyrophosphorsaure zustande kommt, eine Teilreaktion nach der Gleichung 

1 Glucose +- 1 Adenylpyrophosphorsaure (14a) 
== 1 Hexosemonophosphorséure + 1 Adenosindiphosphorsaure ; 
vor sich gehen diirfte. 

Alle andern fiir die beschriebenen Reaktionen des Gartests nétigen 
Fermentproteine lassen sich in der B-Proteinfraktion nachweisen, so die 
Zymohexase, die die Reaktion Hexosediphosphorsiure —— 2 Dioxy- 
acetonphosphorsaure erméglicht, die Phosphohexomutase fiir die Um- 
wandlung von Fructosemonophosphorsiure und Glucosemonophosphor- 
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siure in den Gleichgewichtsester, die Phosphoglyceromutase und die 
Enolase, durch die die Reaktionskette herbeigefiihrt wird: 3-Phospho- 
elycerinsiure = 2-Phosphoglycerinsiure = Phosphobrenztraubensaure. 

Zur Raumersparnis seien nur die experimentellen Belege fiir die 
Rolle der Proteinfraktionen bei der Phosphatiibertragung angefiihrt. 
Die Versuche 13 und 14 enthalten den Nachweis der Umphosphorylierung 
von Phosphobrenztraubensaiure mit Glucose bzw. Hexosemonophosphor- 
siure durch A-Protein allein. Die Ubertragung wird am Schwund der 
Phosphobrenztraubensdure gemessen (Abnahme des durch Jod abspalt- 
baren Phosphats), denn in Abwesenheit von Glucose oder Adenylpyro- 
phosphorsaure bleibt der Jodwert konstant. Die vollstandige Reaktion 
Phosphoglycerinsiure -- Phosphobrenztraubensdure -» Brenztrauben- 
siure ist in Versuch 15 wiedergegeben (Brenztraubenséure mit Bisulfit 
titriert). 

Versuch 13. 0,3 cem verdiinntes A-Protein, Phosphobrenztraubensaure 
mit 2,09mg P,O,; (durch Jod abspaltbar), 8 mg Glucose, 220 7 Adenylpyro- 
phosphorsaure (= 60» Pyro-P,O;), 0,75 mg P,O; anorganisches Phosphat 
auf 2cem, vorhandene Phosphobrenztraubensaure: 

in? @ Mimuten. 0. se a ec oe me FO, 
in: SO TMUtENS 6 6 a he ee ee 
in 120 Minuten. . «+ « « » 006mg PLO, 


Versuch 14. 0,1 cem verdiinntes A-Protein, Phosphobrenztraubensaure 
mit 1,21 mg P,O,; (Jodwert), 80 7 Adenylpyrophosphorséure + 100 y Co- 
zymase. Girtest: Salzlésungen ohne Acetaldehyd 2,25ccm a) mit 4mg 
Glucose, b) mit 1,5 mg P,O, Robison-Ester'. 





Phosphobrenztraubensdure 





ren is “gies 1,21 

60 , Dae liendt a | 0,26 
Man sieht aus Versuch 15, daB8 aus Phosphoglycerinséiure ohne Glucose 
fast keine Brenztraubensaure entsteht (IV) (wegen anwesender Phosphobrenz- 
traubensaure ist der Titrationswert etwas zu hoch und kann auf Grund der Ab- 
spaltung von anorganischem Phosphat héchstens 0,28 mg Brenztraubenséure 
betragen). Mit Glucose ist in 1 Stunde eine vollstandige Umesterung erfolgt 
(auch diese Brenztraubenséurewerte sind wegen gleichzeitiger Anwesen- 
heit von alkaliverseifbarem Phosphat alle um etwa 0,4 mg zu hoch). Jod- 
essigsaure (II) hat nur einen geringen Einflu8 und ebenso die Abwesenheit 
von Cozymase (III), wo bei entsprechend vermehrter Adenylpyrophosphor- 
siure die Brenztraubenséurebildung in 1 Stunde ebenfalls beinahe voll- 


1 Im Falle 14b nimmt das schwer hydrolysierbare Phosphat um 
0,55 mg P,O,; ab und es tritt Hexosediphosphorsaure gegen 1 mg P,O,; auf, 
erkennbar am alkaliverseifbaren Phosphat. 

Biochemische Zeitschrift Band 292, 4 
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Versuch 15. Umsatz von Phosphoglycerinséure mit A- und B-Protein 
zusammen, mit und ohne Glucose. 

Gartestansatz ohne Acetaldehyva, 7 mg B-Protein und 0,1 cem A-Protein 
in 1,9eem. Phosphoglycerinséiure mit 2,0 mg P,O,, Hexosediphosphorsaure 
mit 0,1 mg P,O; (dient zur Auslésung der Umesterung des Adenylsaure- 
systems). Wechselnde Mengen Co-Ferment. 1 Stunde bei 20°. 





I II Ill 


mg Glucose ..... 4 4 
Adenyl- 
Adenyl- pyrophosphat wat Adenyl- Adenyl- 
: pyrophosphat mit 227 Pyro-P20; — pyrophosphat pyrophosphat 
y Co-Ferment .. . | 22y Pyro-P, 0; | 1? Cozymase 44/7 Pyro-Ps O; 22 y Pyro-P, 0 
75 y Cozymase 2,5 + 10-3 mol. ohne Cozymase 75 y Cozymase 
Jodessigsdure 


Anderung 

mg P, 0; anor- 

ganisches Phos- 

eS f i + 0,23 
Bildung leicht 

hydrolysierba- 

ren Esters mg 

Bes 5: ahve oe 1,57 1,64 1,70 0,50 
Bildung Brenz- 

traubensaure 

eS eR 3,0 2.57 2,42 0,39 


standig ist (111). Die Umphosphorylierung wird also durch die Oxydo- 
reduktion nur wenig beeinfluBt, wohl aber die Aufnahme von anorganischem 
Phosphat. Diese geschieht nur im Ansatz I. Hier findet, bei Abwesenheit 
von Acetaldehyd, jedenfalls Dismutation der Hexosediphosphorsaure in 
a-Glycerinphosphorséure und Phosphoglycerinséure statt, wahrscheinlich 
unter Mitbeteiligung von Glucose (entsprechend der Gleichung (a) des Gar- 
schemas). Der durch Umphosphorylierung der Phosphobrenztraubenséure 
entstehende Ester ist nahezu vollstandig Hexosediphosphorsaéure, was sich 
aus der leichten Hydrolysierbarkeit ergibt, da in den Ansatzen I bis III 
keine Phosphobrenztraubensiure mehr vorhanden sein kann. Im Ansatz IV 
ist das leicht Hydrolysierbare dagegen Phosphobrenztraubensiaure, da hier 
keine Glucose anwesend ist. 


Versuch 16. Umesterung von Phosphoglycerinséure mit aquivalenten 
Mengen Adenylsaure bzw. Adenylpyrophosphorsaure. 

Gartestlésung mit 7 mg B-Protein und 0,15 cem A-Protein, aber ohne 
Acetaldehyd und Zucker. 0,2 mg P,O;-Hexosediphosphorsaure, Phospho- 
glycerinsiure mit 2,5mg P,O; (entspricht maximal 3,0 mg Brenztrauben- 
saure): 

I. Zusatz von 4,5 mg Adenylsaiure (0,9 mg P,O;), II: 3,3 mg Adeny]- 
pyrophosphorsaure mit 0,9 mg Pyro-P,O;. 





II 





30 Min. | 90 Min. | 30 Min. | 90 Min. 


Sinaia mg P, 0, anorg. er +0,26 +047 
Zunahme mg Pyro- oer 0 0 
Bildung mg icasineabanaiore e % j + 0,52 + 0,75 
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In Versuch 16 ist von Adenylséure in 90 Minuten der iiberwiegende 
Teil zu ,,Polyphosphorséure** verestert und aus Phosphoglycerinsaure eine 
damit aquivalente Menge Brenztraubensaure gebildet. Mit groBen Mengen 
Adenylpyrophosphorséure ist ein wenig anorganisches Phosphat ent- 
standen und hierfiir auch Brenztraubenséure aufgetreten. (Auch dieser 
Wert ist wegen gleichzeitiger Anwesenheit von Phosphobrenztraubensaure 
etwas zu hoch, immerhin sind in 90 Minuten auf Grund des anorganischen 
Phosphats etwa 0,6 mg Brenztraubenséure tatsachlich gebildet.) 


Versuch 17. Umesterung von Adenylpyrophosphorséure mit Glucose, 
getrennt mit A- und B-Protein. 

I: 3,3 mg Adenylpyrophosphorsiure (0,9mg Pyro-P,O;), 0,lmg Mg 
+ 0,2cem A-Protein, 4mg Glucose mit anorganischem Phosphat 
auf 2,2 ccm. 

II: Ebenso, ohne Glucose. 

ill: Statt A-Protein 8 mg B-Protein, 4 mg Glucose. 
IV. Wie III, ohne Glucose. 





mg Pyro-P,0; im Ansatz 


PON Th Me Bs ; 
I II Ill IV 
0 0,87 0,87 0,87 0,87 


5 0,45 0,515 
35 0,26 0,87 0,515 0,82 


In Versuch 17 andert sich in Abwesenheit von Glucose der Gehalt an 
Pyrophosphat nicht, nimmt dagegen mit Glucose in 5 Minuten sowohl 
mit A- wie mit B-Protein stark ab. Mit A-Protein erfolgt in der spiteren 
Zeit eine weitere Abnahme. Gleichzeitige Bildung schwer hydrolysierbaren 
Esters zeigt, daB im wesentlichen Hexosemonophosphorsaure entsteht. 

Fiir die Reaktion des Gartestes ist von Wichtigkeit, daB das B-Pro- 
tein Zymohexase enthalt. In besonderen Versuchen wurde festgestellt, 
daB Zusatz von Dioxyacetonphosphorsaure an Stelle von Hexosedi- 
phosphorsaure den Ablauf in keinerlei Weise andert. 


IV. Umsatz von Hexosediphosphorsiure mit Arseniat. 


Die von Harden und Young entdeckte eigenartige Reaktion, bei 
der Hexosediphosphorsdiure in Gegenwart von Arseniat so rasch wie 
Zucker vergoren wird, lat sich im kiinstlich zusammengesetzten Gartest 
besonders gut studieren. Wahrend es Konzentrationen von | . 10-* mol. 
Arseniat bedarf, um im HefepreBsaft die maximale Girbeschleunigung 
zu erhalten!, und mit 1,5 .10~-4 mol. 40%, mit 3,7.10-5 mol. noch 
knapp 10%, der maximalen Beschleunigung erzielt werden, sind die 
notigen Konzentrationen im ,,Gartest“ noch kleiner. Die maximale 
Beschleunigung tritt schon mit 1,5. 10-5 bis 5. 10-® mol. ein und mit 
5.10-® mol. werden noch 75°, derselben, mit 2. 10-7 mol. noch 25% 
erhalten. Dabei fallt bei hoher Cozymasekonzentration die Beschleuni- 


1 A. Harden, Alcoholic Fermentation, 4. Aufl., S. 157, 1932. 
4* 





52 O. Meyerhof, W. Kiessling u. W. Schulz: 


gung mit abnehmender Arseniatmenge weniger als bei niederer. Dies 
ebenso wie die Tatsache, daB die noch fast maximal wirksame Kon. 
zentration im allgemeinén kleiner als die Cozymasekonzentration ist 
die bei 100 y auf 3cem 5.10-5 mol. betragt, spricht dafiir, daB das 
Arseniat nicht mit der freien Cozymase, sondern mit einem in kleinerer 
Menge vorhandenen Bestandteil, vielleicht dem an das Protein ge. 
bundenen Teil der Cozymase, reagiert. 

Im vollstandigen Gartestsystem mit A- und B-Protein wird Hexose- 
diphosphorsaure in Gegenwart von 10-! bis 10-5 mol. Arseniat mit 
derselben Geschwindigkeit wie sonst Hexosediphosphorsaure +- Glucose 
umgesetzt und dabei zu 100°, zu Brenztraubensaéure und anorganischer 
Phosphorsaure, wobei eine aiquimolekulare Menge Acetaldehyd zu 
Alkohol reduziert wird: Die hier auftretende Reaktion 


1 Hexosediphosphorsaure (<= 2 Triosephosphorsaure) 


+ 2 Acetaldehyd | (15 


2 Brenztraubensaure -+ 2 Phosphorséure + 2 Alkohol | 


laBt sich weiter aufteilen, wenn wir das A-Protein fortlassen. Zum 
Unterschied von allen anderen Gartestreaktionen kann auch noch 
Adenylpyrophosphorsaure, Mg und Mn wegbleiben, d. h, alle Co-Ferment- 
bestandteile, die fiir die Umesterung nétig sind. ohne daB die erste 
Teilreaktion sich dadurch im geringsten andert. Diese ist 


1 Hexosediphosphorsaure (== 2 Triosephosphorsaure) 
+. 2 Acetaldehyd 
2 Phosphoglycerinsiure (= 2 Phosphobrenztraubensiure) (16 
-+ 2 Alkohol | 


Es folgt daraus, daB der Acetaldehyd die Triosephosphorsaure in Gegen- 
wart von Arseniat, ohne irgendwelche Umphosphorylierungen, mit 
Hilfe von Cozymase-Fermentprotein sehr rasch zu Phosphoglycerinsaure 
oxydieren kann. Keineswegs ersetzt das Arseniat das umphosphory- 
lierende Co-Ferment, denn wenn man Phosphoglycerinsaéure weiter 
nach der Gleichung 
2 Phosphoglycerinséure (= 2 Phosphobrenztraubensaure) | a7 
== 2 Brenztraubensiure + 2 Phosphorsaure ce: 


aufspalten will, bedarf es nicht nur des A- Proteins, sondern auch der Ade- 
ny! pyrophosphorsaure, des Magnesiums und Mangans (Mg und Mn kénnen 
sich im ganzen gegenseitig vertreten). Der EinfluB von Fluorid ist genau 
derselbe wie bisher. Gleichung (16) lauft damit ebenso ab, ohne Bildung 
von Phosphobrenztraubensaéure, Gleichung (17).und daher auch (15 
nicht mehr. Mit Arseniat wird also Phosphobrenztraubensaure in 
Brenztraubenséure und anorganische Phosphorsdure aufgespalten. 
Dieser Vorgang ist aber recht kompliziert. Bereits friiher hatte sich 
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ergeben!, daB Arseniat nicht nur die Bildung von Phosphoglycerinsaure 
aus Hexosediphosphorsiure in Gegenwart von Acetaldehyd auBer- 
ordentlich beschleunigt, sondern auch die Spaltung der Phosphobrenz- 
traubensdure in Abwesenheit von Glucose. Sonst ware es ja auch nicht 
méglich, da Hexosediphosphorsiure in Gegenwart von Arseniat im 
Mazerationssaft rasch vollkommen vergoren werden kann. Tatsichlich 
handelt es sich beide Male um denselben Angriffspunkt, und die rasche 
Aufspaltung der Phosphobrenztraubensaéure ist an die rasche Oxydo- 
reduktion der Hexosediphosphorsiure gekniipft. Wie oben gezeigt, 
kann Phosphobrenztraubensiure durch die Gartestproteine im all- 
gemeinen nur mittels Umphosphorylierung aufgespalten werden, weil 
die durch Umesterung von Phosphobrenztraubensaiure mit Adenylsiure 
bzw. Adenosindiphosphorsaure gebildete Adenylpyrophosphorsaure ohne 
Phosphatakzeptor nicht zerfallt. Arseniat hat in der hier verwendeten 
Konzentration keinen Einflu8 auf die Spaltungsgeschwindigkeit der 
Adenylpyrophosphorsaure. Ferner werden Phosphoglycerinsiure und 
Phosphobrenztraubenséure in Anwesenheit von Adenylpyrophosphor- 
sdure mit Arseniat fiir sich allein im Gartest nicht ,,mineralisiert“‘. Es 
findet dann nur noch eine stéchiometrische Umesterung mit Adenylsiure 
nach Gleichung (13) statt. Fiir den Zerfall in Brenztraubensaiure und 
anorganische Phosphorsaure ist auch noch die Anwesenheit des Oxydo- 
reduktionssystems, d.h. Cozymase und Hexosediphosphorsaure, er- 
forderlich. Acetaldehyd ist entbehrlich, wahrscheinlich weil Hexose- 
diphosphorsaure auch in Phosphoglycerinsiure und «-Glycerinphosphor- 
siure dismutieren kann. Das Oxydoreduktionssystem mu aktiv sein; 
der Zerfall der Phosphoglycerinsiure wird hier durch Jodessigsiure 
gehemmt, wahrend die Umphosphorylierung auf Glucose dadurch nicht 
gehemmt wird. Um also die Reaktion (17) ablaufen zu lassen, miissen 
alle Gartestbestandteile auBer Acetaldehyd anwesend sein. Es geniigt 
dabei eine geringe Menge Hexosediphosphorsiure (etwa 0,2 mg P,O,), 
um Phosphoglycerinsaéure mit 2,5 mg P,O, in Gegenwart von Arseniat 
innerhalb 1 bis 2 Stunden vollstandig in Brenztraubensaéure und Phos- 
phorsaure aufzuspalten. Die Hexosediphosphorsaure betatigt sich dabei, 
als ob sie ein Akzeptor fiir anorganisches Phosphat wire. Der Mechanis- 
mus dieser Reaktion ist nicht bekannt. Gibt man einen Uberschu8 von 
Adenylpyrophosphat in das wirksame Arseniatsystem, so spaltet sich 
woh] die Phosphoglycerinsaure auf, das Adenylpyrophosphat aber nicht. 
Gibt man einen Uberschu8 von Adenylsaure hinzu, so entsteht neben 
der Brenztraubensaure Adenylpyrophosphorsaure. Allerdings geschieht 
dies langsamer als in Abwesenheit von Arseniat bei gleichzeitig gréBerem 
Zerfall der Phosphoglycerinséure (Versuch 22). 


! O. Meyerhof u. W. Kiessling, diese Zeitschr. 280, 99, 1935. 
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Bei der Gairung mu eine im einzelnen nicht bekannte stéchio- 
metrische Koppelung zwischen der raschen Reduktion der Cozymase 
und der Phosphorylierung des Adenylsdiuresystems bestehen, so dai} 
gleichzeitig mit der Reduktion der Cozymase Adenylpyrophosphorsaure 
gebildet wird, meist unter Verbrauch von anorganischem Phosphat; 
infolgedessen bedarf es eines Phosphatakzeptors, um die leicht beweg- 
lichen Phosphorsiuregruppen wieder zu entfernen!. Diese Koppelung 
wird durch Arseniat aufgehoben. 


Versuchsbeispiele fiir die Aufspaltung der Hexosediphosphorsaure 
mit Arseniat. Wie der Versuch 18 zeigt, erfolgt die Brenztrauben- 
siurebildung nur, wo A-Protein und Adenylpyrophosphorséure anwesend 
sind (Nr. 3 und 4), und in gleicher Weise, ob das A-Protein von Anfang an 
oder erst nach Umsatz mit B-Protein zugesetzt ist. Dagegen ist die Gesamt- 
siurebildung die gleiche; ebenso mit NaF (in Nr. 5 und 6 ist die mano- 
metrisch gemessene Saéure aus unbekannten Griinden zu klein). Im ganzen 
sind fiir 16,8 .10-® Mol Hexosediphosphorsiure, d.h. 33,6 .10-®Mol ge- 
bundenen Phosphats, 30 Mol Séure aufgetreten, die in Gegenwart von 
A-Protein und Adenylpyrophosphorséure allein aus Brenztraubensaure 
bestehen, im anderen Falle aus Phosphoglycerinséure und Phosphobrenz- 


Versuch 18. Einflu8 von A-Protein und Adenylpyrophosphorsaéure 
auf die Spaltung von Hexosediphosphat in Gegenwart von Arseniat. 

Gartestansatz mit 2,4mg Hexosediphosphorsiure (16,8 . 10-® Mol), 
5mg Acetaldehyd, 10-* mol. Arseniat, 100 y Cozymase, 7 mg B-Protein. 


I: 1. Periode 150 und 180 Minuten (Totalumsatz). 
II: 2. Periode 90 und 60 Minuten. 
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' Kirzlich hat Dische denselben Zusammenhang zwischen der Ver- 
esterung von anorganischem Phosphat und der Glykolyse in Erythrocyten 
gefunden und ebenfalls mit einer Koppelung zwischen dem Oxydoreduktions- 
system und der Phosphorylierung der Adenylsdéure erklart. Enzymologia 


1, 288, 1937. Vgl. auch Ake Lennerstrand, Naturwiss. 25, 347, 1937. 
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traubensdure. Aus dem Unterschied der Phosphoglycerinsiuremenge mit 
Fluorid (Nr. 6und 7) und ohne Fluorid kann man entnehmen, daB im letzteren 
Falle etwa 6. 10-® Mol Phosphobrenztraubensaéure anwesend sind, was der 
Gleichgewichtsverteilung entsprechen wiirde. In ahnlichen Versuchen, auf 
deren Wiedergabe im einzelnen verzichtet sei, wurde auch die Alkohol- 
bilanz bestimmt. Sie war mit und ohne A-Protein gleich, und zwar 
wurden bei 16,8 . 10-® Mol Hexosediphosphorsaure 30. 10-® Mol Saure und 
27. 10-® Mol Alkohol gebildet. Mit A-Protein entstanden dabei 28 . 10-° Mol 
Brenztraubensaure. 

Wie Versuch 19 zeigt, wird in Gegenwait von A-Protein mit Mn die ganze 
Hexosediphosphorsaure zu Brenztraubensaure gespalten, ohne Mn, in Gegen- 
wart von Mg etwas weniger, in Abwesenheit von beiden aber fast gar 
nichts, d.h. nur so viel, wie auch ohne A-Protein entsteht. Die Gesamt- 
siurebildung ist iiberall gleich. Wie in den kiirzlich mitgeteilten Versuchen 
von P. Ohlmeyer und S, Ochoa! wirken also Mn und Mg zusammen mit dem 
umphosphorylierenden Fermentsystem. 


Versuch 19. Notwendigkeit von Magnesium oder Mangan fiir die Brenz- 
traubensdurebildung aus Hexosediphosphorséure mit Arseniat. 

Gartestansatz mit 2,4mg Hexosediphosphorséure (16,8 . 10-® Mol), 
5mg Acetaldehyd, 100 y Cozymase, 80 y Adenylpyrophosphorséure und 
1. 10-4 mol. Arseniat, 7 mg B-Protein, 0,2 cem A-Protein. Umsatz in 70 Min. 





Zusitze 


10-6 Mol 
Gesamt- | Brenztrauben- 
saure sdure 
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emm CQ, _ traubens&ure 
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640 2,50 28,5 28,4 


670 262 || 29,8 29,8 
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Fiir die Abhangigkeit der Gargeschwindigkeit der Hexosediphosphorsaure 
von der Konzentration des Arseniats und der Cozymase vgl. Abb. 3 (Ver- 








Abb. 3. Umsatz von Hexosediphosphorsiure 
mit Arseniat, kein A-Protein, kein Adenylpyro- 
phosphat, wechselnde Konzentrationen Arseniat 
und Cozymase. 
—— mit 100 y Cozymase 
eae 107 ~ 
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1 Naturwiss. 25, 253, 1937. 
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Versuch 21. Giartestansatz mit A- und B-Protein ohne Acetaldehyd 
2.10-*mol. Arseniat, Hexosediphosphorsiure mit 0,3mg_ P,O,, 
Phosphoglycerinséure mit 1,8 mg P,O; (entsprechend 2,2 mg Brenztrauben 
sdure). 
Bildung von Brenztraubenséure in mg in 30 Min.: 
I: Mit 75 y Cozymase und 80 Adenylpyrophosphorsaéure . . 2,08 my 
II: Ebenso, aber mit 2,5.10°-%Mol Jodessigsdure . ... . . 0,53 mg 


III: Ohne Cozymase; 180 Adenylpyrophosphorsdiure. . . . . 0,54 mg 


IV: 150 y Cozymase ohne Adenylpyrophosphorséure . . . . . . 0,08 mg 


Versuch 22. Gartestansatz ohne Acetaldehyd mit 0,24 mg P,O,-Hexose- 
diphosphorsiure, 120 y Cozymase, 2. 10-4 mol. Arseniat. A- und B-Protein, 
Phosphoglycerinséure mit 2,5 mg P,O; (entsprechend 3,0 mg Brenztrauben- 
saure). 

a nach 30 Minuten, b nach 90 Minuten. 





Pusate Adenyl- mg P205 


, mg | 10-6 Mol| 10-6 
mg Adenyl- PYTophos- Brenz- | . Brenz- qui- 
sdure mit Phorsiure tranben- | 4DOrgan. 
mg P.O; 


i Pr : trauben-| valent 
Pyro-P. 0. siure | pre rry ’-P205  suure 7'-Wert 


0,9 + 1,42 16,2 11 
0,9 2.18 24.8 13 
0,9 1,18 13,3 14,5 
0,9 — 1,60 18,0 19,8 
Illa 0,98 + 1,58 17,8 13,5 
b 0,98 + 2,60 29,3 11,8 


— DO Ore 


such 20). In Versuch 21 sind die Bedingungen fiir die Aufspaltung zu- 
gesetzter Phosphoglycerinséure in Brenztraubensiure untersucht. Als 
Beleg fiir den stéchiometrischen Umsatz von Phosphoglycerinsdure (bzw. 
von Phosphobrenztraubenséure) mit Adenylsiure diene Versuch 22. Beim 
Umsatz der Adenylsiure entsteht, wie der Versuch 22 zeigt, ohne Arseniat 
kein anorganisches Phosphat und die Umesterung ist genau aquivalent 
(Mol Brenztraubenséure aquivalent der Bildung des in 7 Minuten abspalt- 
baren Phosphats). Mit Arseniat ist die Brenztraubensaurebildung gréBer. 
gleichzeitig ist anorganisches Phosphat aufgetreten und weniger 7-Minuten- 
Phosphat als Brenztraubensiure entstanden. 

Ohne Phosphoglycerinsaéure wird auch im Gartestsystem mit Cozymase , 
Arseniat und Hexosediphosphorsaiure die Adenylpyrophosphorsaure iiber- 
haupt nicht dephosphoryliert und auch mit Phosphoglycerinsdure andert 
sich der Gehalt desselben nur wenig [Versuch 22 (III)]. 


VY. Der Umsatz von Hexosemonophosphorsiure. 


Die ,,Gartestreaktion“ der Hexosemonophosphorséure muB im 
wesentlichen tibereinstimmen mit der Spaltung der aus Glucose und 
Hexosediphosphorsaure mit B-Protein gebildeten Hexosemonophosphor- 
siure, wenn nachtraglich A- Protein zugesetzt wird. Nur sind in diesem Falle 
meist noch andere Komponenten, die im Uberschu8 zugegeben waren, 
Hexosediphosphorsaéure und Glucose, vor allem aber eine groBe Menge 
Phosphoglycerinsaure, dabei. Dieser letztere Umstand darf bei Versuchen 
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in Fluorid, wo die Phosphoglycerinséure nicht weiter reagiert, keine 
Rolle spielen. Es bleibt dann nur noch der Unterschied, da8 bei nach- 
herigem Zusatz von Fluorid, wie in den Versuchen des Kapitels II, schon 
vorher Phosphobrenztraubensaure gebildet ist, die sich noch mit Hexose- 
monophosphorséure umestern kann. Wird aber Natriumfluorid zu 
Beginn der ganzen Reaktion zugegeben, bleibt die Bildung der Phospho- 
brenztraubensdure aus. Fernerhin wird die Bilanz der Versuche mit 
zugesetzter Hexosemonophosphorsaure dadurch beeintrachtigt, dai 
diese nicht rein ist. Wenn hier mit Natriumfluorid die Glei- 
chung (11) genau gelten sollte, miiBte pro Mol Hexosemonophosphor- 
siure 1 Mol Saure auftreten. Im allgemeinen treten nur 70 bis 80% 
davon auf. Auch bleibt die Veresterung des anorganischen Phosphats 
etwas hinter der Saurebildung zuriick. Im wesentlichen ist aber in Fluorid 
die Reaktionsgleichung (11) erfiillt, wonach beim Umsatz von Hexose- 
monophosphorsaure 1 Mol Hexosediphosphorsiure, 2 Mol Phospho- 
glycerinsaure und 2 Mol Alkohol entstehen bei 2 Mol verestertem 
anorganischem Phosphat. Zusatz von Phosphoglycerinséure andert an 
dieser Bilanz nichts. In dem unten wiedergegebenen Versuchsbeispiel 23 
sind in 10-®Mol ohne bzw. mit zugesetzter Phosphoglycerinsaure 
aus etwa 28.10-®§ Mol Robdison-Ester entstanden: Hexosediphos- 
phorsdure 7,0 bzw. 7,9; Gesamtsaure 18,5 bzw. 21,4; Alkohol 13,3 bzw. 
15,0; anorgan. Phosphat verestert 17 bzw. 15,5. Da die gebildete 
Saure ausschlieBlich Phosphoglycerinsaure ist, wie ihre schwere Hydro- 
lysierbarkeit beweist, so waren noch von der manometrischen Messung 
fir Phosphataufnahme als Veresterungskorrektur gegen 10% abzu- 
rechnen. 


Anders in Abwesenheit von Natriumfluorid. Hier tritt bei direkter 
Vergirung der Hexosemonophosphorsiure im Gegensatz zu den Ver- 
suchen des Kapitels II die Phosphoglycerinsiure erst Jangsam auf. 
Da nun fiir 1 Mol gespaltenen Monoesters 2 Mol Phosphoglycerinsaure 
entstehen, hat im ganzen nur die Halfte davon Gelegenheit, sich tiber- 
haupt mit noch vorhandener Hexosemonophosphorsaure umzuestern. 
yeschieht dies, so tritt neben der Reaktion 


' 


1 Hexosemonophosphorsaure + 1 Phosphorsaure -+- 2 Acet- | 


aldehyd 
= 2 Phosphoglycerinsiture (= 2 Phosphobrenztraubensaure) 


+ 2 Alkohol 


die andere ein: 


(8) 


1 Hexosemonophosphorsaure -} 1 Phosphoglycerinsaure | 
(= Phosphobrenztraubensaure) 
= 1 Brenztraubensaure + 1 Hexosediphosphorsaure 


(5) 
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und als Bilanz erhalten wir nichts anderes als die obige Gleichung (3). 
Das erklart also im wesentlichen das Zustandekommen der Warbury- 
Christianschen Reaktion, die demnach nicht aus den Reaktionen (| 
und (2), sondern aus den hier wiedergegebenen Gleichungen (8) und (5 
zusammengesetzt ist. Wenn nun daneben noch die in Fluorid starker 
hervortretende direkte Veresterung von anorganischem Phosphat 
zu Hexosediphosphorsaure eintritt, so wird im ganzen noch mehr 
anorganisches Phosphat verestert, als der Gleichung (3) entspricht. 
wahrend andererseits nicht ganz die Halfte der Saure Brenztraubensaure 
ist. Dies ist in dem unten wiedergegebenen Versuch 23 der Fall. Bei 
14,8 Mol Saurebildung waren je 7,4 Mol Brenztraubensaure, Hexose- 
diphosphorsaure, verestertes anorganisches Phosphat zu erwarten. 
Es sind dagegen 5,2 Mol Brenztraubenséure, andererseits 8,4 Mo! 
Hexosediphosphorsaure entstanden und 11 Mol anorganisches Phosphat 
verestert. In anderen Fallen, so in Versuch 1 oben, betragt die 
Brenztraubensaure fast genau die Halfte der Gesamtsaure. Die 
genaue Bilanz diirfte von dem Verhaltnis der Fermentproteine und 
Co-Fermentbestandteile, ferner der Zeitdauer und eventuell auch 
noch der Beschaffenheit der einzelnen Fermente, die fiir die Haupt- 
und Nebenreaktionen verantwortlich sind, abhingen. Weiterhin zeigt 
Versuch 23, III, wie der Verlauf sich andert, wenn von vornherein 
Phosphoglycerinsiure anwesend ist. Hierdurch wird ein Teil der Hexose- 
monophosphorsaure dem Zerfall entzogen, weil er zur Umesterung mit 


Versuch 23. Gartestansatz berechnet auf 3ccm. 2,5 mg Acetaldehyd. 
100 7 Cozymase + 80 y Adenylpyrophosphorséure, 7mg_ Brenztrauben- 
séure, 0,2cem A-Protein, Robison-Ester mit 2,0mg P,O,; (+ Hexosedi- 
phosphorséure 0,2 mg P,O;). In 2 Stunden 30 Minuten (Totalumsatz). In 
Versuch III bis V Phosphoglycerinséure mit 1,#mg P,O, (21. 10-® mol.). 





mg P.O; mg 
Phospho- Hex Brenz- mg 
glycerin- Hemmungsstoff emmCQ0O, Anorgan. st nel trauben- | Alkohol 
siure- Phosphat P séure | gebildet 


zusatz ‘ hat : 
verestert gebildet gebildet | 





—_ 332 0,80 1,18 0,464 
4. NaF. . 425 1,20 0,99 0,08 
148 0,20 1,80 1,23 


eee 0 0 2,41 1,69 
4.10-2 NaF. . 480 1,12 13} 0,04 
10-6 Mol Umsatz 
14,8 11,0 
185 17 
66, 3 A 1 
0 0 d 1 
214) 155 


é 
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+ 


, 


5 
is 
3, 
9 
0 





Phosp 
such 2 
die H 
traube 
(Versu 
ganze 
valent 
D 
der FE 
bestin 
1.10 
gespal 
schlie! 
einfac 


1H 


Es m 
Natrit 
sprocl 
sonde 
gespa 


In die 
vierm 
ziehu' 
die E 
ist elt 
In G 


event 


reiner 


2% . . . . - ~ 
Uber die Reaktionsgleichungen der alkoholischen Garung. 59 


Phosphobrenztraubensdure verbraucht wird. So betragt in Ver- 
such 23, IIT die Saurebildung nur noch 6,6 . 10-® Mol (Differenz — 8,2), 
die Hexosediphosphorsaurebildung 12,8 (Differenz +- 4,4), die Brenz- 
traubensaurebildung 13,9 (Diiferenz + 8,7); endlich in Jodessigsiure 
(Versuch 23, IV) tritt tiberhaupt keine Saure auf und dafiir wird die 
ganze zugesetzte Phosphoglycerinsiure unter Bildung einer aqui- 
valenten Menge Hexosediphosphorsaiure umgeestert. 

Das stéchiometrische Verhaltnis der gebildeten Saure einerseits, 
der Hexosediphosphorsiure andererseits, laBt sich einfach dadurch 
bestimmen, daS man gleichzeitig noch einen Ansatz unter Zusatz von 
1.10-4 Arseniat macht. Dabei wird alle Hexosediphosphorsaure auf- 
gespalten. Ist gleichzeitig Natriumfluorid zugesetzt, so entsteht aus- 
schlieBlich Phosphoglycerinsiure und die Reaktionsgleichung lautet 
einfach 

1 Hexosemonophosphorsaure +- 1 Phosphors. + 2 Acetaldehyd | 

= 2 Phosphoglycerinsaure -+- 2 Alkohol. J (8) 

Es mu8 doppelt soviel Saure entstehen wie ohne Arseniat. Ist kein 

Natriumfluorid zugesetzt, so werden auf Grund des in Kapitel IV be- 

sprochenen Mechanismus nicht allein die Hexosediphosphorsaure, 

sondern auch die Phosphoglycerinsiure zu Brenztraubensaure auf- 
gespalten, und jetzt lautet die Bilanzgleichung 


1 Hexosemonophosphorsaure +- 2 Acetaldehyd | : 

= 2 Brenztraubensiure + 1 Phosphors. + 2 Alkohol. | a 

In diesem Falle ist wieder doppelt soviel Saure wie ohne Arseniat, aber 

viermal soviel Brenztraubensdure entstanden. Wie gut diese Be- 

ziehungen erfiillt sind, zeigt das folgende Versuchsbeispiel 24, wo nur 

die Endbilanz in 10~-* Mol wiedergegeben sei. Ebenso wie in Versuch 23 

ist eine kleine Menge Hexosediphosphorsaure zur Angarung zugegeben. 

In Gegenwart von Arseniat ist ein solcher Zusatz geraten, weil sonst 
eventuell der Umsatz ganz gehemmt sein kann. 


Versuch 24. Robison-Ester (1,4 mg P,O; eines alteren, ziemlich un- 
reinen Praparats) im Gartestansatz. 





Umsatz (10-® Mol) in 135 Min. 





Gesamtsaure Brenztraubensdure 


_ 10,4 5,5 
“+ 1 .10-* Aveeniat =. . fbn os 19,8 19,0 
el) LOMO I ale ae wo Seon aecee 13,2 0 
+1.10-4 Arseniat + 4.10-2 NaF 25,6 0 


Auf den Mechanismus der Vergaérung der Hexosemonophosphor- 
siure wirft nun der Umstand ein neues Licht, daB Zusatz von Hexose- 
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diphosphorsaiure die Geschwindigkeit bedeutend steigert. Besonders 
wenn das Fermentsystem nicht sehr wirksam ist, steigt die Umsatz. 
geschwindigkeit der Hexosemonophosphorséure innerhalb der ersten 


30 bis 50 Minuten immer mehr an (Abb. 4, Versuch 2 





orm 























Sd. 2 


Abb. 4. Umsatz von Robison-Ester (1,6 mg P» 05) 
im Gurtestansatz. a 

e——e | so 

o——O 2 mit Zusatz von 0,1 mg P, 0; Hexose- 

diphosphorsiure. 
x---xX 8 mit 4.10-2 n NaF. 
Man sieht den anutokatalytischen Anstieg in 1 
und 3. 


also als Katalysator. 


5). Dies berulit 
auf allmahlicher Bildung von 
Hexosediphosphorsaure, wie sich 
daraus ergibt, daB man_ sofort 
die Maximalgeschwindigkeit er- 
halt, wenn Hexosediphosphor- 
siure vorgegeben wird; mit 
groBeren Hexosediphosphorsaure- 
mengen steigt die Anfangs- 
geschwindigkeit noch weiter 
(Abb. 5, Versuch 26).  Dabei 
wird scheinbar die Hexosedi- 
phosphorsaure nicht umgesetzt: 
Denn der Endwert der Hexose- 
diphosphorséure ist um den zu- 
gesetzten Betrag vermehrt und, 
wie die Abb. 5 zeigt, ist die Ge. 
samtsauremenge nicht geandert. 
Die Hexosediphosphorsaure wirkt 


In Wirklichkeit haben wir hier dieselbe Auto- 


katalyse vor uns wie in Kapitel III, und es ist die Hexosediphosphor- 
siure selbst, die dabei vergoren wird, aber (in Abwesenheit von Arseniat) 
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Umsatz von Robison-Ester mit wachsendem Zusatz yon Hexosediphosphorsiure. 


+ +1 


ohne Hexosediphosphorsaure. 


a 4 2 mit 03mg 7 Hexosediphosphorsiure 


O—O3 , 06, 
o—o4 , 18, 
X---xX 4a , 18, 


” 


mit 4.10-2 n NaF 


@5 zum Vergleich Umsatz von 8mg Glucose und 2,4 mg 
Hexosediphosphorsaure. 
Die Anfangsgeschwindigkeit hingt von der vorgegebenen Menge Hexosediphosphorsiure a 
bei 1 wieder autokatalytischer Anstieg. 
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nur so lange reagieren kann, wie Phosphatakzeptor fiir die Dephospho- 
rylierung der bei der Cozymasereduktion gleichzeitig auftretenden 
Adenylpyrophosphorsaure zur Verfiigung steht. Diese Dephosphory- 
lierung kann nur in dem MaBe stattfinden, wie Hexosemonophosphor- 
siure vorhanden ist, die dabei zu Hexosediphosphorsaure wird, und die 
Folge ist, daB ebensoviel Hexosemonophosphorsaure dem Zerfall ent- 
zogen und ebensoviel Hexosediphosphorsiéure dabei hinzugebildet wird, 
wie von der zugesetzten Diphosphorsaiure aufgespalten ist. Daher ist 
der Gesamtumsatz der Hexosemonophosphorséure durch Zusatz von 
Hexosediphosphorsaure nicht vermehrt, ebensowenig wie in dem voll- 
stindigen System des Kapitels III mit A- und B-Protein der Gesamt- 
umsatz der Glucose, sondern beide Male wird nur die Geschwindigkeit 
durch vorgegebene Hexosediphosphorsaure erhdéht. 


Die wahre Reaktionsgleichung der Hexosemonophosphorsaure, 
ohne Beriicksichtigung der Umesterung, ist danach die folgende: 


—~ 9 


1 Hexosediphosphorsiure (= 2 Triosephosphorsaure) 
-- 1 Hexosemonophosphorsaure + 1 Phosphorsaure 
+. 2 Acetaldehyd (19) 
= 2 Phosphoglycerinsiure + 1 Hexosediphosphorsaure 
+ 2 Alkohol 
oder wenn, wie es in Natriumfluorid bei gehemmter Umesterung der 
Fall ist, sich noch zusatzlich Hexosemonophosphorsaure mit anorgani- 
schem Phosphat verestert, zum Teil 


1 Hexosediphosphorsaiure (= 2 Triosephosphorsaure) 
-+ 2 Hexosemonophosphorséure -+- 2 Phosphorséure 
+ 2 Acetaldehyd (19a) 
== 2 Phosphoglycerinsiure +- 2 Hexosediphosphorsaure 
+. 2 Alkohol. 


' 


Die Hexosediphosphorsaure bleibt gleich oder nimmt zu, weil sie 
in dem Mafe, wie sie in Triosephosphorsdure zerfallt, aus Hexose- 
monophosphorsiure nachgebildet wird. Der tatsachliche Verlauf in 
Fluorid liegt immer zwischen den Gleichungen (19) und (19a). Ist 
keine Hexosediphosphorsaéure vorgegeben, so nimmt diese angenahert 
nach (19a) langsam zu; bei kleinen vorgegebenen Mengen ist die Zu- 
nahme geringer und bei gréBeren bleibt die Hexosediphosphorsaure 
konstant. 

Diskussion. 


Da es bisher unklar war, welches die Form des phosphorylierten 
Zuckers ist, die direkt durch Oxydoreduktion mit Cozymase reagiert, 
wurde, um nichts zu prajudizieren, vom ,,primaren Veresterungsprodukt* 
des Zuckers gesprochen. Diese Bezeichnung mu als unzweckmabig 
aufgegeben werden; denn das primaire Veresterungsprodukt ist nicht 
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gleichzeitig die mit Cozymase reagierende Reaktionsform. Als diese 
letztere ergibt sich vielmehr bestimmt T'riosephosphorsdure in Gegenwart 
eines Phosphatakzeptors, waihrend das primaire Veresterungsprodukt 
Hexosemonophosphorsaure ist, wenn die Glucose selbst der Phosphat- 
akzeptor ist. Daf dieser Monoester nun nicht etwa die mit Cozymase 
reagierende Reaktionsform des Zuckers ist, folgt unzweideutig aus den 
Versuchen des Kapitels Il: Hexosediphosphorséure + Glucose zer- 
fallen rasch in Phosphoglycerinséure unter Reduktion von Acetaldehyd 
zu Alkohol, wobei Hexosemonophosphorsaure wegen Mangel an A- Protein 
nicht umgesetzt werden kann. Hierbei werden 2 Mol Glucose zu 2 Mo! 
Hexosemonophosphorsiure, wahrend die Hexosediphosphorsaure iiber 
2 Mol Triosephosphorsiure zu 2 Mol Phosphoglycerinsiure oxydiert 
wird. Wollte man aber diese Deutung nicht akzeptieren, so miiBte man 
den Umsatz in der seltsamen Weise erkliren, da 1 Mol Hexose- 
diphosphorsaure sich mit 1 Mol Glucose zu 2 Mol Hexosemonophosphor. 
saure umlagert und da ein anderes Mol Glucose 2 Mol Phosphat aufnihme 
und iiber unbekannte Zwischenstufen, die weder Hexosemonophosphor- 
saure noch Hexosediphosphorsaure sein diirften, sich zu 2 Mol Phospho-. 
glycerinséure oxydiert. 

Dafiir aber, daB dieses nicht so ist, sondern die andere Erklarung 
genau zutrifft, gibt es noch ein anderes entscheidendes Experiment, 
bei dem namlich in unserer Anordnung die Glucose durch einen 
Phosphatakzeptor ersetzt wird, der im Kohlehydratstoffwechsel der 
Hefe gar nicht vorkommt, durch Kreatin. Die.von Parnas! entdeckte 
Umesterung des Phosphats von Phosphobrenztraubensaéure iiber das 
Adenylsiuresystem auf Kreatin ist in diesem Institut von H. Lehmann 
studiert worden*, wobei sich ergab, daB wochenalter dialysierter Muskel- 
extrakt, der zur Milchsiurebildung auch in Gegenwart von Co-Fermenten 
unfahig ist, noch imstande ist, die Parnassche Reaktion zu bewirken 
Gibt man nun Kreatin und 0,2 cem eines derartig gealterten und 
dialysierten Muskelextrakts zu einem Gartestansatz, der Acetaldehyd 
und Hexosediphosphorsaure enthalt. so wird diese jetzt ebenso rasch 
und vollstandig zu Phosphoglycerinsiure und Brenztraubensaure 
gespalten, wie sonst nur in Gegenwart von Glucose. Ein derartiger 
Versuch ist in Abb. 6 abgebildet. Dabei ergibt sich noch ein anderes 
sehr wichtiges Resultat, auf das in anderem Zusammenhang genauer 
eingegangen wird’: Es wird namlich nur die Halfte der Kreatin- 
phosphorsaure durch Umesterung der Phosphobrenztraubensaure syn- 
thetisiert, die andere Halfte dagegen durch Veresterung von anorga- 
nischem Phosphat, wobei diese letztere Synthese mit der Oxydo- 


1 Diese Zeitschr. 272, 64, 1934. — ? Ebenda 281, 271, 1935. — 
3 Vgl. O. Meyerhof, Naturwiss. 25, 443, 1937. 
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reduktion der Triosephosphorsaure gekoppelt ist. Auf je 1 Mol Hexose- 
diphosphorséure kénnen somit 4 Mol Kreatinphosphorsaure entstehen. 
Fiir die Frage der Reaktionsform ist entscheidend, daB durch Kreatia, 
in Gegenwart des zugeh6rigen umphosphorylierenden Fermentsystems, 
der Koppelungsvorgang, der Triosephosphorséure zu rascher Oxydation 
durch Cozymase befahigt, ebenso ausgelést wird wie durch Glucose. 
Hier ist also das primare Veresterungsprodukt Kreatin, ein Nicht- 
Kohlehydrat, und die Reaktionsform des phosphorylierten Zuckers kann 
nur Hexosediphosphorsaéure beziehungsweise Triosephosphorsaure sein, 
weil nichts anderes vorhanden ist. 





mms 
500 





Abb. 6. Umsatz von Hexosediphosphor- 

siure in Gegenwart von Kreatin. Gi&r- 

testansatz mit 7mg B-Protein, 1007 

Cozymase, 80 y Adenylpyrophosphor- 

siure, Hexosediphosphorsiure mit 2 mg 
P2 05. 

O—O I2mg Acetaldehyd, 8 mg 
Glucose. 

II bis V ohne Glucose. 

Il 2mg Acetaldehyd, 15 mg 
Kreatin, 0,2 cem von 12 Tage 
altem, 24 Std. dialysiertem 
Muskelextrakt. 

Ill 3mg_ Brenztraubensiure, 
15 mg Kreatin, 0,2 eem des- 
selben Muskelextraktes. 

IV 15 mg Kreatin, 0,2 cem des 
Muskelextraktes, kein Oxy- 
dationsmittel. 

V Ansatz wie II, aber ohne 
B-Protein. 






































60 Minis 


Dieses Ergebnis wird durch die iibrigen Befunde der Arbeit be- 
stitigt; sowohl beim Umsatz der Glucose wie dem der Hexosemono- 
phosphorsaure ist die Geschwindigkeit abhangig von der Konzentration 
der Hexosediphosphorsiure und der damit durch die Zymohexase- 
reaktion verbundenen Konzentration der Triosephosphorsiure. Das 
fallt besonders bei Hexosemonophosphorsaure auf, weil hier scheinbar 
nach der obigen Gleichung (3) die Hexosediphosphorsaure ein nicht 
weiter reagierendes Endprodukt ist; in Wirklichkeit verlauft aber, 
wie die Geschwindigkeitsversuche zeigen, die Reaktion auf dem Wege 
der Gleichung (19) bzw. (19a). 


Jeweils ist ein Hexosemonophosphorsduremolekiil die Vorstufe der 
Reaktionsform, der Triosephosphorsaure, und fiir deren Umsatz gleich- 
zeitig der Phosphatakzeptor. Diese doppelte Rolle erzeugt die Tauschung, 
daB es durch eine bevorzugte Aktivitét ausgezeichnet ware, weil es 
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beide fiir den Umsatz nétigen Rollen allein iibernehmen kann!. Jp 
System Hexosediphosphorsaure -+- Glucose sind dagegen beide Rollen 
getrennt. SchlieBlich, in Gegenwart von Arseniat, ist der Phosphat. 
akzeptor tiberfliissig. 

Damit ist ein strukturchemisch sehr befriedigendes Ergebnis 
erreicht. An Stelle einer hypothetischen, schwer  definierbaren 
Reaktionsform tritt als reduzierte Vorstufe der Phosphoglycerinsaure 
diejenige Substanz, die ihr chemisch als Reduktionsprodukt am nachsten 
steht, die Triosephosphorséure, deren beide Formen in reversiblen 
Gleichgewicht miteinander stehen (Dioxyacetonphosphorsiure = Gly- 
cerinaldehydphosphorsaure). Andererseits ist damit auch die hohe 
Konzentration der Aldolase verstindlich gemacht, die in der Hefe und 
im Muskel den ungewéhnlich raschen Zerfall von Hexosediphosphor- 
saure in 2 Mol Triosephosphorsaure herbeifiihrt. 

Wie verhalten sich nun die beschriebenen Reaktionen zu dem zu 
Beginn wiedergegebenen Garungsschema ? Eine fiir alle Faille giiltige Re- 
aktionsfolge der zellfreien Garung lit sich nicht angeben, sondern nur 
ein ,,Hauptweg‘‘ des Abbaues. Wenn an Stelle der durch die Zell- 
struktur bedingten Koordination der Reaktionen der ungeordnete Ab- 
lauf im zellfreien Enzymextrakt tritt, wobei die verschiedenen Zwischen- 
stufen im homogenen Milieu gleichzeitig abgebaut werden, so stehen 
verschiedene Reaktionswege offen, die je nach der Konzentration der 
Produkte und der am Umsatz beteiligten Co-Fermente und Ferment- 
proteine eingeschlagen werden kénnen. So wird z.B. durch Jod- 
essigsiure, die die Oxydoreduktion der Hexosemonophosphorsiure 
verhindert, diese vollstandig durch Umphosphorylierung vorgegebener 
Phosphoglycerinsiure zu Hexosediphosphorsiure und die Phospho- 
glycerinsdure zu Brenztraubensaure. Mit Fluorjd, wobei dieser Weg ver- 
sperrt ist, reagiert unter den gleichen Umstainden die Hexosemono- 
phosphorsiure unter Aufnahme von anorganischem Phosphat zu 
Phosphoglycerinséure. Ohne Fluorid und Jodessigsiure findet aber 
beides statt usw. Dazu kommt noch weiter die in der Arbeit nicht be- 
sonders beriicksichtigte Dismutation von Hexosediphosphorsiure in 


' Diese Doppelrolle der Hexosemonophosphorsaure ist bereits friiher 
auf Grund der Umlagerung in Hexosediphosphorsaéure wihrend der raschen 
Periode der Milchséurebildung und Gaérung vermutet worden (vgl. O. Meyer- 
hof, Naturwiss. 14, 1175, 1926): ,,Ein Teil des Esters (Hexosemonophosphor- 
séure) wandelt sich in Hexosediphosphorsaéure um, wahrend ein anderer Tei! 
rasch zerfallt ... Ob in der raschen Periode mehr Molekiile Hexosemono- 
phosphorsaéure in Hexosediphosphorséure iibergehen als gleichzeitig zer- 
fallen — und zwar auf Grund des anorganischen Phosphats der Lésung - 
oder aber nur gerade soviel, indem fiir jedes aufgespaltene Molekiil ein 
zweites als Akzeptor der hierbei frei kommenden Phosphorsaure figuriert, 
hangt von vorléufig noch nicht iibersehbaren Bedingungen ab...‘‘ Dat 
aber hierbei Triosephosphorséure als Intermediarprodukt auftritt, war 
damals unbekannt. 
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,-Glycerinphosphorséure und Phosphoglycerinséure, die auch in Ab- 
wesenheit von Acetaldehyd verliuft, und die von O. Warburg und 
i. Christian angegebene langsame Oxydation der Hexoseester durch 
Brenztraubensaure statt durch Acetaldehyd, wobei die Brenztrauben- 
siure jedenfalls zu Milchséure wird. SchlieBlich besitzt der frische 
Mazerationssaft vor allem noch Phosphatasen, durch die eine Wieder- 
aufspaltung der Phosphorséureester auch auf einem anderen Wege als 
der Umphosphorylierung méglich ist. f 

Im wesentlichen kann man das in der Einleitung angegebene Schema 
fiir den Hauptabbauweg der Glucose bestehen lassen, doch gestatten 
die beim Gartest gefundenen Reaktionen eine weitere Verfeinerung 
der Reaktionsgleichungen des stationiren Zustandes. 

Wahrscheinlich tritt auch bei der als Angarungsreaktion (a) an- 
genommenen, durch Glucose beschleunigten Dismutation der Triose- 
phosphorséiure in Phosphoglycerinsaéure und «-Glycerinphosphorsaure inter- 
mediir Hexosemonophosphorséure auf und es liegt hier eine Koppelung 
nach Art der Gleichung (4) zugrunde. Dies kann dahingestellt bleiben, weil 
in der Induktionsperiode die erste Spur Phosphoglycerinséure durch bloBe 
Dismutation der Triosephosphorséure entstehen kénnte. Andererseits kann 
die hierfiir nétige Hexosediphosphorsaéure durch eine einleitende Reaktion 
vom Typus Glucose -+ Adenylpyrophosphorsiure = Hexosediphosphorsaure 

Adenylsaiure entstanden sein. 

Sei durch die Angarungsreaktionen a), b) und c) etwas Acetaldehyd 
gebildet worden und eine Spur Hexosediphosphorsiure vorhanden, so 
gehen nun die Reaktionen (4) und (5) vor sich. Werden noch die Gleich- 
gewichtsreaktionen, die sich ohne Co- Ferment abspielen, hinzugenommen, 
so gilt im stationaéren Zustand das Schema II, wo, wie auch im vorigen 
Schema, die intermediire Umesterung des Adenylsiuresystems und die 
Oxydoreduktion der Cozymase nicht eigens aufgefiihrt sind. (Die End- 
produkte sind fett gedruckt.) 

Die nach ¢ entstandenen 2 Mol Acetaldehyd treten nach B wieder 
in Reaktion, ihre Menge bleibt konstant; die nach 6 entstandenen 2 Mol 


Schema II des stationdren Zustandes (Umsatz von 2m Glucose). 


Y 
_» 1MGlycerinaldehydph. SS 1M Dioxy-\| —2M 
allele ium san tudes + 1 M Dioxyacetonph. acetonph. | Trioseph. 


B 2M Trioseph. + 2M Glucose + 2 M Phosphors. + 2 M Acetaldehyd <-——— 
= 2M 3-Phosphoglycerins. + 2 M Hexosemonoph. + 2M Alkohol 
y 2M 38-Phosphoglycerins. @ 2M 2-Phosphoglycerins. @ 2M Phospho- 
brenztraubens. + 2 H,0 
0 2M Hexosemonoph. + 2 M Phosphobrenztraubens. 
= 2M Brenztraubens. + 2M Hexosediph. 
| 





e 2M Brenztraubens. = 2 C0, + 2 M Acetaldehyd 


t 
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Hexosediphosphorsaure treten nach » wieder in Reaktion, ihre Menge 
nimmt zu, und zwar um 1 Mol Hexosediphosphorséure auf 2 Mo! 


umgesetzte Glucose bzw. 1 Mol vergorene Glucose. Dabei verlauft die 


Oxydoreduktion jedenfalls nach der Gleichung: 


Glycerinaldehydphosphorséure + Pyridinnucleotid 
Phosphoglycerinsaure + Dihydropyridinnucleotid. 


Dieses Schema des stationiren Zustands enthalt die Harden- Youngsche 
Gleichung in ihrer urspriinglichen Form. Es laBt sich auf die modifizierte 
Form der Gleichung bringen, wenn man die Umesterung zwischen 
Phosphobrenztraubensiure und Glucose nach Schema I vor sich gehen 
laBt, wie es bei ZuckeriiberschuB jedenfalls zum Teil geschehen wird. 
wo dann Hexosemonophosphorsiure an Stelle von Hexosediphosphor- 
siure in der Bilanz iibrig bleibt!. Ebenso kann auch die Vergaruny 
ausgehend von Hexosemonophosphorsaure formuliert werden. Ist weder 
Glucose noch Phosphoglycerinséure anwesend, so tritt hier an Stelle der 
Reaktion # fiir den stationaéren Zustand die Reaktion f’, entsprechend 
der Gleichung . 


2 Triosephosphorsaure + 1 Hexosemonophosphorsaure 
+ 1 Phosphorséure -- 2 Acetaldehyd | 
= 2\Phosphoglycerinsdure + | Hexosediphosphorsaure | 


(19) 
+. 2 Alkohol, ; 


d. h., wahrend die in der Induktionsperiode vorgebildete Triosephosphor- 
siure ebenso wie im anderen Falle zu Phosphoglycerinsiure oxydiert 
wird, wird 1 Mol Hexosemonophosphorsaure zu Hexosediphosphorsaure, 
diese wird wieder zu Triosephosphorsiure und reagiert aufs neue. 
Hieran schlieBen sich die Gleichungen y, 6 und ¢ des Schemas an. Am 
SchluB miiBten pro Mol vergorener Hexosemonophosphorsaure 2 Mo! 
Hexosediphosphorsaure nach Gleichung 6 angesammelt sein. Wie weit 
dies in Enzymextrakten wirklich zutrifft oder durch Nebenreaktionen 
geandert wird, mag dahingestellt bleiben. Jedenfalls verlauft die 
Garung der Hexosemonophosphorsaéure genau so wie die der Glucose 
tiber Hexosediphosphorsiure und Triosephosphorsaure. 


' Die Anhaéufung von Hexosemonophosphorséure im Macerationssaft 
kann auch dadurch herbeigefiihrt werden, da das A-Protein geschadigt 
wird; dann bleibt die Reaktionsfolge hinter der Gleichung » stehen. Die 
gleichzeitig dabei auftretende Phosphoglycerinséure und Phosphobrenz 
traubensaiure kénnten dann nur durch phosphatatischen Zerfall des Adeny| 
pyrophosphats weiter vergoren werden. Dieser Mechanismus scheint bei dem 
kiirzlich von Smythe beschriebenen Verfahren zur Gewinnung von Hexose 
monophosphorsaéure (J. of biol. Chem. 118, 619, 1937) vorzuliegen. Hie: 
wird die Garung durch Zusatz von Rosindulin G. G. oder Brilliantalizarin 
blau gehemmt, wobei nur noch eine der zugesetzten Hexosediphosphorsaurt 
entsprechende Menge Zucker vergoren werden kann und sich dafiir Hexose- 
monophosphorséure anreichert, was der obigen Gleichung (4) entspricht 
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Das jetzige Schema II des stationaéren Zustandes hat vor dem vorigen 
yoraus, daB alle chemisch definierten Stadien, durch die das Zucker- 
molekiil in die Endprodukte Alkohol und Kohlensiure iibergeht, in der 
Reihenfolge, in der sie durchlaufen werden, darin enthalten sind. Noch 
nicht im einzelnen aufgeklart ist die den Gleichungen 8 und f’ zugrunde 
liegende Reaktionskoppelung zwischen der Phosphorylierung der Adeny]- 
siure und der Reduktion der Cozymase. Es ist daher auch vorlaufig 
unklar, warum die genaue stéchiometrische Proportion, die in der 
Gleichung 8 zwischen der Oxydation eines Triosephosphorsaéuremolekiils 
und der Phosphorylierung eines Glucosemolekiils besteht, in der Glei- 
chung f’ nicht so genau nachweisbar ist und hier scheinbar die 
zusitzliche Aufnahme von anorganischem Phosphat durch ein zweites 
Molekiil Monoester nach Gleichung (19a) davon abhangt, ob auch noch 
Hexosediphosphorsaure durch Umphosphorylierung von Seiten der 
Phosphobrenztraubensaure entstehen kann, oder ob dieser Weg durch 
NaF versperrt ist. 

Zusammenfassung. 

In der Arbeit werden die Garungsreaktionen untersucht, die dem 
von O. Warburg und W. Christian beschriebenen Gartest zugrunde 
liegen. Es ergibt sich, daB die beiden Fermentproteine A und B be- 
stimmte Teilreaktionen katalysieren, und zwar das A-Protein die Um- 
phosphorylierung der Phosphobrenztraubensiure auf Glucose und 
Hexosemonophosphorséure mittels des Adenylsaiuresystems, das 
B-Protein die Oxydoreduktion und alle Gleichgewichtsreaktionen. 
Die mit der Oxydoreduktion verkniipfte Aufnahme von anorganischem 
Phosphat mittels des Adenylsiuresystems erfolgt ebenfalls durch 
das B-Protein, wahrend andererseits Hexosediphosphorsaure nur unter 
Einwirkung von A-Protein entsteht. 

Ebenso wie Hexosemonophosphorsaure wird Glucose in Gegenwart 
von Hexosediphosphorsiure und ferner Hexosediphosphorsaure allein 
in Gegenwart von Arseniat rasch und vollstandig bis zu denselben End- 
produkten, Phosphoglycerinsiure und Brenztraubensaure, umgesetzt, 
wobei ein Teilumsatz mit B-Protein allein méglich ist, aber nur bis zur 
Phosphobrenztraubensaure einerseits und zu Hexosemonophosphor- 
siure andererseits. Dabei laBt sich eine weitergehende Zerlegung der 
in dem bisherigen Garungsschema enthaltenen Reaktionsfolge vor- 
nehmen, wobei der Monoester als notwendiges Zwischenprodukt auftritt. 
Man erhalt so ein vertieftes Verstaindnis fiir das Zustandekommen der 
Harden-Youngschen Gleichung und vor allem den bisher noch aus- 
stehenden Beweis, daB stets Triosephosphorsiure die der Oxydoreduktion 
unterliegende Reaktionsform des Zuckers ist, die dabei in Phospho- 
glycerinséure tibergeht. Andererseits ist die erste Veresterungsstufe 
des Zuckers stets Hexosemonophosphorsaure. 








Darstellung reiner Cozymase aus Warmbliitermuskulatur. 
Von 


Severo Ochoa (Madrid), 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung, Heidelberg.) 
(Eingegangen am 27. Mai 1937.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Das von Harden entdeckte Co-Ferment der Garung ist spaiter von 
O. Meyerhof{ in den verschiedensten Organen des Tierkérpers gefunden 
worden, in héchster Konzentration in der Muskulatur!. Bald nach- 
her stellte sich die Bedeutung desselben fiir die Milchsdurebildung 
der tierischen Organe heraus?. Nachdem dann die Co-Fermentwirkung 
des von K. Lohmann entdeckten Adenylpyrophosphats und seine Ver- 
schiedenheit von der Harden-Eulerschen Cozymase® festgestellt worden 
war, bestand tiber die verschiedenen Rollen beider Co-Fermente zunachst 
eine gewisse Unklarheit, die erst in jiingster Zeit beseitigt wurde. Von 
O. Warburg und Christian wurde Cozymase zuerst aus Erythrocyten 
volistiindig rein dargestellt* und als Diphosphopyridinnucleotid er. 
kannt, welches mit der von Euler aus Hefe dargestellten Verbindung 
identisch ist, so daB hinsichtlich der Ubereinstimmung der aus dem 
Tierkérper und der Hefe gewonnenen Cozymase kein Zweifel mehr 
besteht. 

Ich habe auf Vorschlag von Herrn Prof. Meyerho{ nach dem in 
diesem Institut, in Anlehnung an v. Euler sowie Warburg und Christian, 
entwickelten Verfahren zur Darstellung yon Cozymase aus Hefe 
diese aus Muskulatur von Kaninchen dargestellt, einmal um den Gehalt 
der Muskulatur dadurch einwandfrei festzustellen und weiter, um zu 
priifen, ob sie mit ahnlicher Ausbeute durch den gleichen Arbeitsgang 
wie aus Hefe rein gewonnen werden kann. Darstellung aus tierischen 
Organen ist auch aus dem Eulerschen Institut wiederholt beschrieben 
worden, jedoch nur mit teilweiser Reinigung. So erhielt M yrbdci:° 
aus Kaninchenorganen ein Praparat mit 3,5°% P, A-Co 49000, das 
demnach nur etwa!/,, reine Cozymase enthielt. Tatsichlich ist der Gehalt 
in der Muskulatur ebenso hoch wie in der Hefe und erheblich héher 
als in Erythrocyten, so daB die Darstellung von Cozymase aus Muskeln 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 101, 165, 1918. — ? O. Meyerhof, Pfliigers 
Arch. 188, 114, 1921. — * O. Meyerhof, K. Lohmann u. K. Meyer, diese 
Zeitschr. 287, 437, 1931; K. Lohmann, ebenda 241, 67, 1931. — 4 Ebenda 
285, 156, 1936; 286, 81, 1936; 287, 291, 1936. — 5 Zeitschr. f. physiol. 
Chem, 233, 154, 1935. 
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auch fiir Gewinnung gréBerer Mengen brauchbar erscheint. Sie wird 
aber darin durch Autolyse verhaltnismaBig rasch zerstért, was auch 
von Euler und Heiwinkel! beobachtet wurde. Ich habe deshalb zur 
Darstellung die Muskulatur frisch getéteter Kaninchen benutzt. 

Den Gehalt des Muskelkochsaftes sowie des in Aceton getrockneten 
Muskelriickstandes an Cozymase ersieht man aus Tabelle I. Um- 
gerechnet auf Frischgewicht enthalt der Kochsaft bis 0,6 g Cozymase 
pro kg Muskel. In der Darstellung der Cozymase folgte ich den Angaben 
von O. Meyerhof und P.Ohlmeyer® mit gewissen Abweichungen, die 
sich im Laufe der Arbeit ergaben. 


Arbeitsgang. 


Schritt A. Zur Herstellung gréBerer Mengen wird die bei 0° mit der 
Fleischmaschine zerkleinerte Kaninchenmuskulatur (von Fett und 
Bindegewebe befreit) in das siebenfache Volumen auf 80 bis 85° er- 
warmtes dest. Wasser eingetragen, 10 Minuten darin geriihrt und dann 
mittels einer Kiihlschlange rasch abgekiihlt. Das Filtrat wird im 
Vakuum bei 16 bis 20° auf 1/,, des urspriinglichen Volumens eingeengt, 


+ dann mit dem gleichen Volumen Aceton gefallt, der Niederschlag, der 


zur Hauptsache EiweiB und etwa 25°, der Cozymase enthalt, ver- 
worfen, Aceton im Vakuum vertrieben, die acetonfreie Lésung mit 80 °%, 
ihres Volumens von gesiattigtem neutralen Bleiacetat und 100%, des 
Volumens Alkohol gefallt, der Niederschlag verworfen, die Lésung mit 
iiberschiissigem Silbernitrat und dem doppelten Volumen Alkohol 
gefallt und der Silberniederschlag mit Alkohol und Ather gewaschen 
und getrocknet. 

Schritt B. Der Silberniederschlag wird so, wie von Meyerhof und 
Ohlmeyer beschrieben, in Salpetersaéure gelést, das Silber mit Salzsiure 
entfernt und die Lésung mit Phosphorwolframsaure gefallt. Der in 
wasserigem Aceton aufgeléste Niederschlag wird dann mit mehr Aceton 
gefallt. Da dieser Niederschlag klebrig ist, wird er bei 0° in Wasser 
gelést und vom Ungelésten abzentrifugiert. Die Lésung wird mit !/,, 
ihres Volumens 2 n HCl versetzt und bei 0° in das zehnfache Volumen 
eiskalten Alkohols eingetragen. Der sich jetzt gut absetzende Nieder- 
schlag wird mit Ather gewaschen und getrocknet. 

Schritt C. Die weitere Reinigung geschah nun entweder mit Cupro- 
chlorid nach Euler, Schwefelwasserstoffbehandlung und Fallung mit 
Alkohol. Hierbei wurden Praparate von einem Reinheitsgrad von 
(),88 erhalten in einer Gesamtausbeute von 4°, des Gehalts im Muskel. 
Spater aber wurde, abweichend von dieser Vorschrift, die Cozymase 
in wenig Wasser gelést und je 12 Stunden zweimal gegen ein gréBeres 


1 Naturwiss. 25, 257, 1937. — ? Diese Zeitschr. 290, 334, 1937. 





70 S. Ochoa: 


Volumen dest. Wasser dialysiert. Hierbei bleiben hochmolekulare 


Verunreinigungen in den Kollodiumschlauchen zuriick. Die Auber. 
lésung, die die Cozymase enthalt, wird dann im Vakuum bei 16 bis 20° 
eingeengt und wieder, wie am SchluB von Schritt B, nach Ansauern 
mit Salzsdure in das zehnfache Volumen eiskalten Alkohols eingetragen 
und gefallt. 

Schritt D. In beiden Fallen schlieBt sich hieran die Behandlung 
mit Silbernitrat zur Befreiung von Chlor-Ion, Fallung mit Alkohol, Be. 
handlung mit Schwefelwasserstoff, erneute Fallung mit Alkohol und 
Trocknung (vgl. Meyerhof und Ohlmeyer). 


Tabelle I. 





, : Ma z , : r mg Cozymase 
Versuch Tierart Verarbeitungsart pro g Frischmuske! 


Kaninchen Kochsaft mit 7 Volumen dest. Wasser 0,39 
Kochsaft aus Muskelextrakt (3 Teile 

Muskel: 4 Teile Wasser) . . . 0,28 
Acetonriickstand (Muskel mit 20 V olumen 

Aceton behandelt; 1 ¢ Muskel= 196mg 

Acetonriickstand) . 0,47 
Acetonpulver aus Muskelextrakt 3:4 

(1eem Extrakt = 34mg Acetonpulver) 0,29 
Kochsaft mit 5 bis7 7 Volumen dest. Wasser 

sofort . . . 0,44; 0,63; 0.59 
Kochsaft nach 4 stindigem "Stehen des 

Muskels bei 3 bis 4°. . 0,13 
Kochsaft nach + ea cere ‘Stehen des 

Muskele bei 16% 5 ee 0,08 


Frosch Kochsaft mit 5 Wohi dest. Wasser 0,23 


Beispiel einer Verarbeitung. . 


A, 7,4kg Muskulatur von neun frisch getéteten Kaninchen in 40 Lite: 
Wasser von 85° eingetragen, Kochsaft auf 4 Liter eingeengt. Hierin ent- 
halten 4,07 g Cozymase vom Reinheitsgrad 1. Lésung mit 4 Liter Aceton 
gefallt, im Vakuum auf 1600 cem eingeengt. Cozymasegehalt vom Rein- 
heitsgrad 1 = 2,77 g. 1600ccm mit 1350 ccm gesattigtem neutralen Blei- 
acetat und 1600eceem Alkohol gefallt, die abzentrifugierte Lésung mit 
1120cem 25° igem Silbernitrat und 6,5 Liter Alkohol gefallt, der Silber- 
niederschlag getrocknet = 191 g. 

Bb. Diese 191 g Silberniederschlag in 750 cem 2 n HNO, gelést und mit 
630 cem 2n HCl versetzt, die Lésung mit 1300 cem 20°,iger Phosphor- 
wolframsaéure gefallt, Fallung in 160cem 60°,igem wasserigem Aceton 
aufgelést und mit 5 Volumen Aceton gefallt. 1,6 g erhalten, die wieder in 
salzsaurer Lésung aufgelést und mit 10 Volumen Alkohol gefallt werden, 
Niederschlag getrocknet: 1,19g vom Reinheitsgrad 0,74, entsprechend 
0,88 g vom Reinheitsgrad 1. 

C. Praparat geteilt. I. 583 mg mit Cuprochlorid gefallt, Niederschlag 
mit Schwefelwasserstoff zersetzt, Lésung mit Alkohol gefallt. 240 mg vom 
Reinheitsgrad 0,83. 
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D. I. Nach Silberbehandlung erhalten 86,2 mg Cozymase vom Reinheits- 
vrad 0,88. 


C. II. Nach der obigen Vorschrift den Rest, 599,5 mg, in 20 ecem gelést 
und in Kollodiumhiilsen zweimal je 12 Stunden gegen je 1 Liter dest. Wasser 
dialysiert, die AuBenlésung im Vakuum eingeengt und mit Alkohol 
vefallt. Erhalten 509mg vom Reinheitsgrad 0,88 = 448mg vom Rein- 
heitsgrad 1. 

D. Il. Diese Fallung der Silberbehandlung unterworfen, hierbei er- 
halten 253 mg vom Reinheitsgrad 0,98, entsprechend 248 mg vom Reinheits- 
grad 1 (Praéparat 4 F). 

Der Niederschlag ist ein weiBes Pulver, das sich spielend in Wasser 
lost; die Lésung fluoresziert vor der Analysenquarzlampe schwach blau- 
griinlich. Mit diesem Préiparat wurden die folgenden Bestimmungen aus- 
gefiihrt. Eine Ubersicht iiber Ausbeute und Reinheitsgrad gibt die Tabelle II. 


Tabelle II. 





mg Cozymase vom Reinheits- | Ausbente 
Reinheitsgrad 1 grad 9/9 





Schritt A Kochsaft .. . She 4070 0,015 100 
Kingeengte Acetonlésung <? 2770 | 68 
B_ Alkoholniederschlag nach Phos- 
phorwolframsaurefallung. . 880 22 
Beebe Ube bisa nal ae aa 432 
CI Alkoholfallung nach CuCl,-Be- 
handlung . . 199 0,83 
DI ae! und Trock- 
BUMS ic a3 ‘ 75,8 0,88 3,8 
BIL. . ; 444 
CII Dislyse und Alkoholfallung ‘ 444 0,88 22 
DII ontaetins und Trock- 
nung .. ier eae 248 0,98 12 


Bei einigen Schritten wurden mehrmals auch gréBere Ausbeuten 
erzielt, so wurden bei Verarbeitung eines Kochsaftes aus 2 kg Kaninchen- 
muskulatur im Schritt B 0,495 g Cozymase vom Reinheitsgrad 0,76 
erhalten, was einer Ausbeute von 39%, statt 22°, entspricht, doch sind 
in der Ubersichtstabelle II nur die Ausbeuten der beschriebenen Ver- 
arbeitung zugrunde gelegt. Bei Lésung in salzsaurem Methanol und an- 
schlieBender Fallung mit Essigester wurde keine wesentliche Ver- 
besserung erzielt. 

Praparat 4F. Priifung auf Reinheit. Wasserverlust im Hochvakuum 
8.5%. Gdrungsmessung nach Euler unter Verwendung eines Standard- 
prdparats (Ohlmeyer, Priparat 24). Dieses gibt auf 1,0 7 darin enthaltenen 
Adenylsaure-P,O; 108 emm CO, in 10 Minuten. Praparat 4 F, enthaltend 
0,335 y Adenylsdure-P,O, gab 35,6cmm CO, bzw. 1 y Adenylsiure-P,O; 
= 106emm CO,. Das Praparat stimmt also mit dem Standardpraparat 
iiberein. 





S. Ochoa: 


Hydrierung mit Pt nach Warburg und Christian (je 40 mg Pt in Borat) 
Auf 2,0 mg Cozymase: 183,8 cmm H,; 186,2 emm H,; pro 1 mg, lufttrocken, 
92,5 cmm H,; fiir wasserfreie Substanz 101 emm Hg. 


Hydrierung mit Hyposulfit nach Warburg und Christian. Je 4,0 me 
Cozymase 299 cemm pei 319 cemm CO,; Blankwert 15 emm CO,, korrigiert 
mal 1,18 fiir Retention = 352 emm CO,; pro 1 mg lufttrocken 88 emm C0, 
fiir wasserfreie Substanz 96,2 emm CQ,. 

Mikro-van Slyke nach Warburg und Christian. Je 4,0mg Substanz. 
179 cmm N,; 175cmm N,. Blankwert 54 emm N,; fiir lufttrockene Substanz 
30cmm N, pro mg; fiir wasserfreie Substanz 32,8 mg. Eine Ubersicht de: 

Sestimmungen gibt Tabelle ITI. 


Tabelle III. 





Pt-H, Hydrosuifit Amino-N 
emm H2/mg emm CO,/mg  emm No/mg 


Berechnet fiir Cy;Hy70;,N;P3. . . 101,0 101,0 33,8 
“ ss Cas Hap Ous Ns Pp es 98,6 98,6 82,9 
Gefunden, Praiparat4F. . aoe? 101 96 32,8 


Analytische Daten?. 


5,286 mg bei 60° im Hochvakuum = 4,837 mg (Gewichtsverlust 8,5 ° 
4,837 mg = 6,695 mg CO, und 1,91 mg H,O. 

2,786 mg = 0,356 eem N (20°, 750 mm). 

2,00 mg (Exsikkatortrocken) = 0,17 mg P (kolorimetrisch). 





% C | YoH | %oN | %P 


Berechnet fiir Cy; H );70,4N;P. (Mol.-Gew. 663) | 38,00 4,08 14,77 9,35 
2 Berechnet fir Coa H a0 OisNr ne ec -Gew. naan 37,10 4,26 14,40 9,12 
Gefunden, Praparat 4F. . . . | 37,75 | 4,42 | 14,69 | 9,34 


Die Analysen stimmen besser aur Forme! (1) mit Mol.-Gew. 663, 
die unter Austritt von 5 Mol Wasser aus den Komponenten 2 Pentose, 
2 Phosphorsaure, 1 Adenin, 1 Nicotinsiureamid gebildet ist und der 
von Euler und Schlenk® angegebenen Konstitutionsformel entspricht. 


Zur weiteren Priifung auf etwaige Verunreinigung mit phos- 
phorylierendem Co-Ferment (inaktivierter Cozymase, abgespaltenem 
Adeninnucleotid usw.) wurde die Aufspaltung von Phosphobrenztrauben- 
siure durch das Praparat im Vergleich mit Adenylsiure und Alkali. 
inaktivierter Cozymase mit gewaschener Trockenhefe manometrisch be- 
stimmt. Der Versuch ist auf Abb. 1 wiedergegeben. Die Steigerung 
der Kohlensaurebildung gegeniiber dem Blindwert betragt 12°, der 
fiquivalenten Menge Adenylsiure und 6%, der aquivalenten Menge 


1 Ausgefiihrt im Institut fiir Chemie, Kaiser Wilhelm-Institut, Heide! 
berg. — ® Naturwiss. 24, 794, 1936. 
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Alkali-inaktivierter Cozymase. 
anderem Zusammenhang 
Hefe-Cozymase identisch. 
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Abb. 1. Priifung reiner Muskel-Cozymase 
auf Dephosphorylierung der Phosphobrenz- 
traubensiure. 
(Manometrische Messung der Vergiirung mit 
ausgewaschener Trockenhefe.) Je 20 mg 
Trockenhefe, 0,6 mg P,0,; Hexosediphos- 
phorsiure (zur Auslisung), 50 y Mg, Phospho- 
brenztraubensiure mit 2,25mg P,0O, auf 

leem. 
I ohne Co-Ferment. 
II mit 5,6 mg Cozymase 4 F (ent- 
sprechend 0,6 mg Adenyl- 
sdure-P» Os). 
mit Adenylsture (ents prechend 
0,6 mg Adenylsiure-P, 05). 
mit 7,5 mg Alkali-inaktivierter 
Cozymase 4 F (15 Min. 100° in 
n/20 NaOH) entsprechend 
0,8 mg Adenylsiure-P» 05. 


e——®e 
° ° 


o Ill 


aA IV 


Zusammenfassung. 


in 


mitgeteilt wird, ist mit derjenigen aus reiner 


Im vorstehenden ist eine verhaltnismaBig kurze Darstellung von 
reiner Cozymase aus Warmbliitermuskulatur beschrieben, die auch zur 


Gewinnung gréBerer Mengen brauchbar erscheint; der Arbeitsgang 
lieB sich gegeniiber der Darstellung aus Hefe noch etwas vereinfachen. 
Die Cozymase ist in allen Punkten mit der aus Hefe gewonnenen 
identisch. 


Ich danke Herrn Dr. Ohlmeyer fiir viele wertvolle Ratschlige. 





Untersuchungen iiber die Fehlerquellen bei der quantitativen 
Harn-Porphyrinbestimmung. 
Von 
Caspar Tropp und Albin Hofmann. 
(Aus der Medizinischen und Nervenklinik Wiirzburg.) 
(Eingegangen am 3, Juni 1937.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die zunehmende Literatur tiber die quantitativen Porphyrin- 


untersuchungen im Harn, Stuhl und Blut zeigt das groBe Interesse fiir 
dieses Teilgebiet des: Stoffwechsels. Bisher ist bereits eine Menge 


wichtiger klinischer Ergebnisse ver6ffentlicht worden. Die letzte zu- 


sammenfassende Arbeit von Brugsch (1) beweist die Bedeutung fiir die 


Klinik und zeigt die Zusammenhinge in ihrer ganzen Problematik auf. 
Samtliche Autoren, die sich mit.dem Porphyrinstoffwechsel befassen, 
weisen auf die groBen Schwankungen besonders in der Harnausscheidung 
unter konstanten Versuchsbedingungen hin. 7'ropp konnte zusammen 
mit Siegler (2) und Penew (3) ebenfalls die zum Teil betrachtlichen 
Schwankungen in der Harnporphyrinausscheidung bei konstanter Kost 
in vieltagigen Untersuchungsreihen feststellen. Auffallig war vor allem, 
daB haufig sehr niedrige Harn-Porphyrinwerte gefunden wurden. 
Dabei konnte mit Sicherheit eine bakterielle Zersetzung und die Ein- 
wirkung des Lichtes ausgeschlossen werden. 


Wir haben es uns in dieser Arbeit zur Aufgabe gesetzt, méglichst 
simtliche Fehlerquellen zu untersuchen. 


Die von uns benutzte Bestimmungsmethode von Fikentscher (4) 
beruht auf dem Prinzip der Ausschiittelung des Koproporphyrins aus 
dem essigsauren Harn mit Ather. Diesem wird das Porphyrin durch 
5 %ige Salzsiure entzogen und stufenphotometrisch im Lumineszenzlicht 
gegen eine Standard-Koproporphyrinlésung III, die wir der Freund- 
lichkeit des Herrn Geheimrat Hans Fischer verdanken, bestimmt. 


Fink (5), der die Prioritat der von Fikentscher (4) ausgearbeiteten Be 
stimmungsmethode zur qualitativen Porphyrinbestimmung fiir sich in 
Anspruch nimmt, macht schon friihzeitig auf die méglichen zahlreichen 
Fehlerquellen aufmerksam. Es ist ihm unbedingt zuzustimmen, wenn er 
schreibt, daB die ,,.Notwendigkeit, nur mit Systemen von konstanter und 
genau definierter Zusammensetzung zu arbeiten‘', allein die Gewahr fiir 
eine genaue quantitative Erfassung gibt. Er lehnt vor allem das Erwarmen 
des salzsauren Porphyrinauszuges ab, da die Méglichkeit der Bildung des 
nicht mehr fluoreszierenden Tetrachlorkérpers gegeben ist. Fink (5) stellt 
eine zusammenfassende Kritik der Methode Fikentschers (4) in Aussicht. 
die uns bisher jedoch noch nicht zur Kenntnis gekommen ist. 
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In der Arbeitsvorschrift von Fikentscher (4) wird nur ganz allgemein 
angegeben, da® der Urin drei- oder mehrmals mit je 50 bis 100 cem Ather 
ausgewaschen wird, und da®B die vereinigten Atherausziige solange mit 
destilliertem Wasser gewaschen werden, bis das Waschwasser nicht mehr 
sauer reagiert. Dazu schreibt Fikentscher (4) selbst: ,,Es ist wohl méglich, 
daB mit dem Auswaschen der essigsauren Atherlésungen Spuren von 
Porphyrin in das destillierte Wasser iibergehen. Diese Menge ist aber fiir 
die Analyse praktisch anscheinend nicht in Betracht zu ziehen. Wir priiften 
das gesamte Waschwasser daraufhin und konnten — auch nach ent- 
sprechendem Einengen -— Koproporphyrin fluoreszenzspektroskopisch 
nicht nachweisen.** Die Angaben Fikentschers, die sich auf kein bestimmtes 
Flissigkeitsvolumen beziehen, muSBten Fehlerquellen enthalten, die bei 
einer so tiberaus empfindlichen Mikrobestimmungsmethode nachhaltig in 
die Waagschale fallen. 

Im Gegensatz zu Fikentscher (4) verwendeten wir nicht eine Standard- 
losung von 0,1 mg in 100 cem Koproporphyrin, sondern eine Lésung von 
0,06 mg in 100 cem. Durch diese geringere Konzentration ist es méglich, 
die niedrigen Werte besser zu erfassen. Wir gebrauchten Kiivetten von 
20mm Schichtdicke, die praktisch fiir die allermeisten Fille geniigt. Bei 
héherer Konzentration des Porphyrins wurde der Kehrwert abgelesen. 

Eine wesentliche Vereinfachung der Porphyrinextraktion aus dem 
Harn wurde von Tropp und Penew (3) durch die Anwendung eines 
Perjorators erreicht. Neben der bedeutenden Zeitersparnis wird vor 
allem die lastige und sehr zeitraubende Emulsionsbildung an der 
Trennungsflache Urin-Ather vermieden. Dadurch wird ein Porphyrin- 
verlust in der Emulsionsgrenzschicht praktisch ausgeschlossen. 


1. Porphyrinverluste im Harn. 


Um den méglichen Porphyrinverlust, der direkt im Harn auftreten 
kann, zu untersuchen, haben wir diesen den verschiedensten Unter- 
suchungsbedingungen ausgesetzt. 


Von vier gleichen Harnportionen wurde die erste Portion sofort nach 
dem Urinlassen untersucht. Der zweite Teil wurde in einer braunen Flasche 
vor dem Nordfenster bei meist bedecktem Himmel dem diffusen Tageslicht 
ausgesetzt. Den dritten Teil bewahrten wir lichtgeschiitzt in einer 
braunen Flasche im Laboratorium selbst auf. Der vierte Teil wurde 
in einem Eisschrank bei etwa + 2 bis 3° C und absoluter Dunkelheit kon- 
serviert. Uber simtliche Urine gaben wir eine diinne Schicht Toluol, um 
das Bakterienwachstum méglichst zu verhindern. Auf die Entstehung von 
Sedimenten wurde bei dieser Untersuchungsreihe keine Riicksicht ge- 
nommen und stets die klare, iiber dem Sediment stehende Urinfliissigkeit 
allein untersucht. Die Versuche wurden iiber 6 Tage, der Versuch im 
Eisschrank iiber 12 Tage ausgedehnt. Insgesamt wurden in diese Versuchs- 
reihe 22 verschiedene Harne in 67 verschiedenen Portionen einbezogen. 
Tabelle I gibt die gefundenen Durchschnittswerte wieder, die in jeder 
Untersuchungsreihe unter sich in engen Grenzen weitgehendst tiberein- 
stimmen. 

Die geringen Schwankungen, die sich vor allem in zunehmendem Harn- 
Porphyrinverlust der ersten Reihe zeigen und die keine geradlinig an- 
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steigende Kurve ergeben, sind hauptsachlich durch die Sedimentbilduny 
zu erklaren. Weiterhin kénnen Schwankungen des Wetters, sowohl hin- 
sichtlich der Temperatur als auch hinsichtlich der Lichthelligkeit, einen 
maBgebenden EinfluB haben. 


Tabelle I. Porphyrinverlust. 





1. bei direkter Lichteinwirkung 2. bei diffuser Lichteinwirkung 
nach Tagen: nach Tagen: 





4 5 6 7 1 2 3 4 5 


Durchschnitts- | 
verlust in % 46,5 59,7 63,8 76,7 70,2 84,5 78,4 88,7 | 
Anzahl] der | 
Falle (67) é E ; tak Me ee 


|g |15,4 25,8 21,3 








S23 i 8 


Durchschnitts- 
verlust in % 3,3 
Anzahl der . 
Falle (67) 4 1 


Wir sehen aus der Tabelle I, daB bei direkter Tageslichteinwirkung 
ein starkes Abfallen des Harnporphyrinwertes gegeniiber dem Sofortwert 
zu verzeichnen ist. Der Verlust betragt am ersten Tage bereits durch- 
schnittlich 56,5 °%, und steigert sich langsam zunehmend bis zu 88,7 ° 
am 8. Tage. : 

Bei der diffusen Lichteinwirkung im Laboratoriumsraum ist wahrend 
des ersten Tages kein Verlust eingetreten. Am 2. Tag wurde bei zwei 
Urinen ebenfalls noch kein Verlust festgestellt, jedoch zeigten in der- 
selben Zeit andere Urine eine sichere Porphyrinverminderung, so dal} 
wir als Durchschnittswert des Verlustes am 2. Tag bereits 15,4°%%, ge- 
funden haben. Der Verlust erreicht am 6. Tag 32,8 %. 

Die Lisschrankportionen zeigen entsprechend eine bedeutend 
geringere Verlustquote. Am 3. Tage konnte bei zwei Urinen, die kein 
Sediment enthielten, noch kein Verlust festgestellt werden. Bei zwei 
anderen Urinen trat eine geringe Verminderung auf, die aber ihre 
sichere Erklarung durch das gleichzeitig ausgefallene und untersuchte 
Sediment findet. Der errechnete Durchschnittsverlust von 8,43 % ist 
nach diesen Feststellungen ohne praktische Bedeutung. Bestimmungen 
am 6. Tage zeigten bei dem einen Urin, der immer noch kein Sediment 
enthielt, wiederum keinen Verlust, am 8. Tage erstmals einen Verlust 
von 3,3°%,. Der zweite sedimentlose Urin wies dagegen bereits am 
6. Tage einen Verlust von 11,5°%, auf. Als Gesamtdurchschnittswert 
der vier untersuchten Urine ergibt sich eine Verminderung von 17,6 °.. 
Bemerkenswert ist das Ergebnis nach 12 Tagen: Sowohl bei dem eine! 
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{arn mit Sediment als auch bei dem anderen Harn ohne Sediment 
wurde ein gleichmaBiger Verlust von fast genau 37,5°% festgestellt. 

Aus diesen Untersuchungen ergibt sich, daB im Harn auBerordent- 
lich leicht betrachtliche Porphyrinmengen zerstért werden, obgleich 
simtliche Urinportionen in braunen Flaschen aufgehoben wurden. 
Wenn auch der Eisschrank fiir eine mehrtigige Konservierung des 
Harns Gewahr gibt, so tritt doch auch hier nach 12 Tagen ein sicherer 
und recht betrachtlicher Porphyrinverlust auf, obgleich die bakterielle 
Zersetzung durch die niedrige Temperatur und das Konservierungsmittel 
(Toluol) ausgeschlossen werden. 


2. Der Einflu8 der Harnsedimentbildung. 


In der Literatur fanden wir bisher keine Angaben, die sich auf die 
Beriicksichtigung des Harnsedimentes beziehen. Auf diese kann zumeist 
verzichtet werden, wenn die Harne sofort zur Untersuchung kommen, 
da sich die Sedimentbildung meist erst nach langerem Stehen einstellt 
und auch von der Temperatur des Harnaufbewahrungsraumes abhangig 
ist. Bei Urinen mit hohem spezifischem Gewicht oder bei verzégerter 
Aufarbeitung in Reihenversuchen ist dagegen die Sedimentbildung 
eine haufige Erscheinung, die unbedingt beriicksichtigt werden mub. 

Versucht man, den Harn mit seinem Sediment vor der Entnahme 
zur Bestimmung aufs innigste zu vermengen, um gleichmaBige Unter- 
suchungsbedingungen zu schaffen, so ergibt sich bei unserer Porphyrin- 
extraktion mittels eines Perforators eine erhebliche Schwierigkeit: 
Beim Ansauern mit Essigsiure geht das Sediment nur zum geringen 
Teil wieder in Lésung. Auf eine Erwarmung wurde bewuBt verzichtet, 
da, wie unsere Versuche zeigten, der Porphyringehalt bereits bei gewdhn- 
licher Temperatur erheblich vermindert und beim Kochen des Harns 
simtliches Porphyrin in kiirzester Zeit zerstért wird. Bei der Perforation 
sinkt der ungeléste Teil zu Boden, und die niedergerissenen Porphyrin- 
mengen entgehen der Bestimmung. Es ist irrig, die relative Widerstands- 
fahigkeit der reinen Porphyrine, die das Kochen ohne Zersetzung ver- 
tragen, auf die Verhaltnisse im Harn zu iibertragen. Auf die leichte 
Zerstorbarkeit der Porphyrine im Waschwasser beim Einengen der 
Fliissigkeitsmenge gehen wir im nachsten Kapitel ein. — Die Ergebnisse 
unserer Untersuchungen iiber die Porphyrinverluste durch die Sediment- 
bildung sind in Tabelle Il zusammengestellt. 

Wir haben 19 verschiedene Harne, die im diffusen Tageslicht bei 
gewohnlicher Temperatur aufbewahrt wurden, untersucht. In einer Sofort- 
bestimmung wurde der Gesamtanfangsporphyrinwert vor der Sediment- 
bildung ermittelt. Zwischen 3 und 7 Tagen war die Sedimentbildung voll 
ausgebildet. Nun wurde in dem klaren tiberstehenden Harn der Porphyrin- 


gehalt getrennt ermittelt. Das Sediment wurde zentrifugiert, die dariiber- 
stehende Harnmenge abpipettiert und das Sediment selbst mit etwa 25 ccm 
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5° iger Salzsiure in der Kadlte in Lésung gebracht. Bei einigen Sedimenter der G 
blieben geringe ungeléste Mengen (Mucinstoffe?) zuriick. Die salzsau treten 
Losung wurde mit Natriumacetat abgestumpft und die entstandene essig hi 
saure Lésung dem iiblichen Extraktionsverfahren unterworfen. 

Bei zw6lf Fallen trat ein Gesamtporphyrinverlust von 60 bis 85°,, ein, 
im Durchschnitt 83,9°,. Der Verlustanteil des Sedimentes dieser Harne 
schwankte zwischen 0,46 bis 17,18°,, im Durehschnitt 6,71°,. Bei vie: 
Fallen betrug die Porphyrinverminderung 40 bis 60°,, durchschnittlich 
52,25°,. Der Sedimentanteil macht 2,44 bis 33,8°,, durchschnittlic! 
14,00°,, aus. Bei drei Fallen hielt sich der Verlust unter 40°, und schwankte 
zwischen 6,9 bis 30,32°,, durehschnittlich 19,44°,. Der Sedimentverlust 
betrug 1,61 bis 14,3°,, im Durchschnitt 6,82°,. 


versuc 


Ti 


Der Gesamtverlust an Porphyrinen durch die Sedimentbildung 
betrug in den drei Untersuchungsreihen im Durchschnitt 8,3°,. Dieser 
Verlust ist im Verhaltnis zu dem Porphyrinverlust des klar iiberstehenden 
Urins verhaltnismaBig geringer. Auffallig ist, daB der Gehalt des Sedi- 
ments an Porphyrinen nicht in direkter Beziehung steht zu dem Gesamt- 
porphyringehalt des Harns: Der zuerst ermittelte 24-Stunden-Por-. E 
phyringehalt schwankte zwischen 387,6 und 18,6 y. Bei ersterem betrug ein Pe 
z. B. der Sediment porphyrinverlust nur 0,75 %, wahrend er bei letzterem werte 
5,56 © ausmachte. Es sei nochmals betont, daB die Werte in sehr weiten rast 
Grenzen schwanken und mitunter auf 33,87°, ansteigen kénnen. | 

Wir erklaren uns diese Erscheinung durch die verschieden starke V 
Adsorptionskraft der Sedimente, insbesondere durch ihren verschiedenen 
Gehalt an Calcium- und Magnesiumsalzen. Wir haben bereits damit 
begonnen, diese Zusammenhange analytisch zu klaren. 
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3. Porphyrinbestimmung im Wasehwasser. 


Die Porphyrinverluste, die durch das Waschwasser eintreten, sind 
bisher niemals quantitativ bestimmt und _beriicksichtigt worden 
(vgl. 8. 75). Tabel 

Wir haben in sechs getrennten Versuchen tibereinstimmend ge- | 
funden, daB durch das Kinengen des Waschwassers auf dem Wasserbade Nam 
sdmtliches Porphyrin zerstort wird. 
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der Gesamtmenge Ather, die zur Auswaschung gelangt, und den auf- 
tretenden Porphyrinverlusten im Waschwasser selbst (vgl. Abb. 1). 

In Tabelle If haben wir die Ergebnisse von 38 Waschwasser- 
versuchen zusammengestellt. 


Tabelle Il. Porphyrinverlust durch das Waschwasser. 
Durchschnittswer te: 





Porphyringehalt ries goal 
in 75cem Harn Wasch- 


24.8 Athermenge 
24-Std.- Spez. vor dem 
Ge- Neutral- 
wicht waschen ——__—_———; wassers 
in cem in mg-°/) | in 7 in y 


Porphyrinverlust 
durch das 
Wasch wasser 
in 9/5 


Harn- 
menge 
in eem 


747,5 1021 100 0,008 057 | 5,82 2,71 46,8 (39,3—50,1) 

891,0 1020 150 0,004 194 | 3,14 1,01 34,9 (25,0 —53,3) 

796,6 | 102% 200 0,003 302 2,49 0,53 23,5 (22,2— 25,2 

550,0 1020 250 0,026 286 19,72 2,94 15,3 (11,5—20,9) 

— _~ 300 — 8,53 0,55 5,7 ( 3,8—11,7) 

Es zeigte sich, daB bei einer Gesamtmenge von genau 100 cem Ather 
ein Porphyrinverlust von 46,8°, eintrat, und zwar schwankten die Verlust- 
werte innerhalb enger Grenzen zwischen 39,3 und 50,1°,. Bei 150 cem 
\ther betrug der Verlust 34,9°,, bei 200cem Ather 23,5°,, bei 250 cem 
\ther 15,3°, und bei 300 cem Ather 5,7 ° 

Wir messen-diesen Untersuchungen eine ganz besondere Bedeutung 
bei, da sie die bisher veréffentlichten Werte der Porphyrinbestimmung 
in Harn, Stuhl und Blut in bezug auf ihre Verwertbarkeit und Vergleich- 
barkeit sehr in Frage stellen. Die groBen Schwankungen im Porphyrin- 
stoffwechsel, iiber die fast samtliche Untersucher berichten, sind wahr- 
scheinlich auf die genannten groBben Fehlerquellen zuriickzufihren. 
Seit wir dieselben beriicksichtigen, erhalten wir innerhalb gewisser 
Grenzen gut tibereinstimmende Ergebnisse (vgl. Tabelle III). 





Tabelle III. Harnporphyrinbestimmung bei gesunden Personen. 


Durchschnitts- 
werte 
pro 24Std. in 7 


24-Std.-Harnporphyrinausscheidung GréBte Differenz 


N I 
ame in 'y in } 


Le, 2 30 41 | 48 | 44 52 

Le., 92); 28 | 20 | 36 30 25 

Am. 2) 56 48 50 58 62 

Ré6., of || 45 | 26 | 27 | 22 | 40 
Ra., 9 50 | 51 | 47° +50 

Blei., 9 | 36 | 27 | 39 | 39 | 47 
Blei., 9 | 34 | 22 | 32 | 43 , 20, 38 
Jie, 9 | 26 | 31 | 30: 18 | 33 | 31 
Ka., 9 || 38 | 31 | 44 | 27 | 34 | 38 


52) = 27 37,5 
— 36) 16 27,8 
— 62) 14 54,0 
45) = 23 32,0 
51) = 4 49,5 
47) 20 37,6 
-43) = 23 29.8 
31) 13 28,2 
44) =17 33,6 


— or 


bo bo 


| 36,7 
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Im folgenden haben wir auch das Waschwasser, das nétig war, um 
den essigsauren Ather-Porphyrinextrakt des ersten Waschwassers 
neutral zu waschen, ebenfalls einer Totalporphyrinextraktion mittels 
vroBer Perforatorkolonnen unterzogen. Dabei fanden wir, dai auch 
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in diesem Waschwasser noch betrachtliche Mengen von Porphyrin vor. 
handen waren. In sechs Versuchen kamen stets 250 cem Essig-Ather zur 
Neutralwaschung. Der Porphyrinverlust durch die zweite Waschwasser. 
behandlung in bezug zur ersten betrug durchschnittlich 15,3 °% (11.23 
bis 20,1 °%). Dies stimmt genau mit dem Wert iiberein, der in Tabelle || 
fiir die erste Auswaschung mit der gleichen Athermenge ermittelt wurde! 


4. Porphyrinverluste in den verschiedenen Einzelwaschwasserportionen. 
Zur Neutralwaschung des Essigithers verwendeten wir je 50 cem 
destilliertes Wasser. Wir wuschen solange aus, ungefaihr 14- bis 18 mal. 
bis die letzte Waschwassereinzelportion blaues Lackmuspapier nicht mel 
rotete. Wir untersuchten nun nicht das gesamte Waschwasser auf einmal. 
sondern je 100 ccm getrennt. 


Es ergab sich, daB von dem Gesamtporphyrinverlust durch das 
Waschwasser etwa 75 °, bereits in den ersten beiden 50 com Waschwasser 
in Erscheinung treten. Die restlichen 25 °, verteilen sich auf die nachsten 
beiden 50 ccm. Die folgenden Waschwasserportionen enthalten nur 
noch Spuren von Porphyrin, die einzeln fluoreszenzspektroskopisch 
nicht mehr zu bestimmen sind. In den letzten Proben (von der 10. Aus- 
waschung ab) konnten wir iiberhaupt kein Porphyrin mehr nachweisen. 
Somit ist es im Prinzip gleichgiltig, wie oft insgesamt ausgewaschen 
wird. Die Notwendigkeit der Neutralwaschung ist jedoch durch die nur 
dann vorhandene einwandfreie Porphyrinfluoreszenz gegeben. 


Das Verhalten des im Essigéther gelésten Porphyrins erklart. sich 
dadurch, daB die Léslichkeit des Atherporphyrins im Waschwasser in dem 
MaBe schnell abnimmt, in dem die Essigsiure ausgewaschen wird und 
das fiir die Léslichkeit des Porphyrins giinstige pu eine Verschiebung 
erfahrt. Es erscheint uns sehr fraglich, ob es méglich ist, den zeitraubenden 
AuswaschungsprozeB durch ein schnelleres Verfahren zur Veranderung de- 
pu abzukiirzen. Vorsichtige Versuche mit Ammoniak haben zu keinem 
Ergebnis gefiihrt. Man wird in den meisten Fallen durch die Zugabe irgend 
einer Substanz die reine Koproporphyrinfluoreszenz erneut stéren. 


Abgeinderte Arbeitsvorschrift. 


Auf Grund der festgestellten Fehlerquellen geben wir folgende 
Arbeitsvorschrift : 


Der frisch gelassene Harn mub méglichst sofort in einem Perforato: 
(75cem Harn + l5cem Eisessig) mit 200cem Ather 1'/, Stunden der 
Extraktion auf dem Wasserbad unterworfen werden. Nach Beendigung der 
Extraktion wird der gesamte Extraktather und der ausextrahierte Harn 
vorsichtig in einen Schiitteltrichter gegossen. Nach kurzer Zeit trennt man 
den Harn ab und fiillt den Extraktdther mit frischem Ather genau auf 300 ccm 
auf. Sodann beginnt man mit der Auswaschung, die man zweckmaBiger- 
weise mit je 50 cem destilliertem Wasser bis zur vélligen Sdurefreihett durch- 
fiihrt (etwa 14 bis 18 Ausschiittelungen). Dem so gereinigten Ather wird 
das Porphyrin in kleinen 5 °,igen Salzsiureportionen zu etwa je 2 ccm ent- 
zogen. Meist ist nach der siebenten Salzséureausschiittelung das gesamte 
Porphyrin dem Ather entzogen (Kontrolle vor der Fluoreszenzlampe'!). 
Die gesamten Salzséureausziige werden in MeBkélbchen von 20cem ge- 
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cammelt und mit reiner 5°,iger Salzsaure bis zur Strichmarke aufgefiillt. 
Bei gréBerer Porphyrinkonzentration im Harn, bei der man mit einer 
siebenmaligen Salzsaéureausschiittelung nicht auskommt, sammelten wir 
die einzelnen Salzsiure-Porphyrinextrakte entweder in Me®kélbchen zu 
25 cem oder in zwei MeBkélbchen zu 20 ccm, die ebenfalls jeweils bis zur 
strichmarke mit reiner 5°,iger Salzsiure aufgefullt wurden. Auf dic 
\'erdampfung der Spuren von Ather im Salzsiiureextrakt haben wir aus den 
bekannten Griinden verzichtet; vielmehr haben wir darauf geachtet, dai 
hei der Salzséureextraktion méglichst wenig Ather in die Salzsiure gelangte. 
Das Salzsdureextrakt wurde in 20-mm-Kiivetten gegen eine 0,06 mg-° ige 
Stundardlésung im Lumineszenzlicht bestimmt und der zugchdrige Wert aus 
der Eichkurve abgelesen. (Berechnung nach der Formel von Fikentscher.) 
Zu diesem wurde die von uns fiir 300 cem Ather festgestellte Verlustquote 
von 5,7, hinzuaddiert. Kommen geringere Gesamtaithermengen zur Neutral- 
waschung, so ist die Verlustquote bedeutend gréBer und muB entsprechend 
unserer Tabelle I] unbedingt beriicksichtigt werden. 

Durch diese Verbesserung der Fikentscher schen Methode glauben wir 
gut vergleichbare Absolutwerte zu erzielen. 


Zusammenfassung. 


1. Im Harn treten, trotz Aufbewahrung in braunen Flaschen und 
Schutz vor bakterieller Zersetzung durch Uberschichtung mit Toluol, 
sehr erhebliche Porphyrinverluste in Abhdngigkeit von Zeit, Temperatur 
und Belichtung ein. 

2. Durch Sedimentbildung im Harn treten wechselnde Porphyrin- 
verluste auf. Diese sind unabhaingig von der Porphyrinkonzentration 
des Harns und offenbar abhangig von der Zusammensetzung des Sedi- 
ments selbst, insbesondere von seinem Gehalt an Calcium- und Mag- 
nesiumsalzen. 

3. Durch das Neutralwaschen der essigsauren Ather-Porphyrin- 
lésung entstehen wechselnd starke Porphyrinverluste, die in linearer 
Beziehung abhingig sind von der Gesamt- Athermenge, die der Auswaschung 
unterworfen wird. 

4. Der Gesamtporphyrinverlust durch die Neutralwaschung des 
Essig-Athers tritt in den ersten vier Auswaschungen ein. In den folgenden 
Waschwasserportionen sind nur noch Spuren nachweisbar, in den letzten 
konnten wir kein Porphyrin nachweisen. 

5. Eine zweckmaBig abgeanderte Arbeitsvorschrift wird beschrieben. 


Literatur. 


1) J. Brugsch, Ergebn. a. inn. Med. u. Kinderheilkde. 51, 86, 1936. - 

2) Tropp u. Siegler, Deutsch. Arch. f. inn. Med. (im Erscheinen). — 3) Tropp 
u. Penew, ebenda (im Erscheinen). — 4) R. Fikentscher, diese Zeitschr. 
249, 257, 1933; Zeitschr. f. physiol. Chem. 218, 183, 1933; Klin. Wochenschr. 
1984, 285, 1935, 2. Halbj., 1758; 1936, 1. Halbj., 464; 1986, 2. Halbj., 1075. — 
5) H. Fink u. W. Hoerburger, Naturwiss. 1929, S. 16; Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 225, 49, 1934; 282, 28, 1935; Klin. Wochenschr. 1935, 2. Halbj., 
1326; 1936, 1. Halbj., 490 u. 618. 


Biochemische Zeitschrift Band 292. 





Uber die Einwirkung von Brom auf Proteine. 
Von 


Fritz Lieben und Rudolf Tandler*. 
Versuche unter Mitwirkung von Paul Weiss. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 
(Eingegangen am 10. Juni 1937.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Vor langerer Zeit hat der eine von uns mit seinen Mitarbeitern 
Laszlo und Miiller die.Halogenierung von Casein studiert!. Wir kamen 
damals zur Uberzeugung, daB stéchiometrische Beziehungen zwischen 
Jod bzw. Brom, und bestimmten, etwa den cyclischen Aminosauren 
nicht bestehen, daB vielmehr die Halogene an verschiedenen Stellen 
der Proteinmolekel ihren Sitz haben kénnen, wobei als Endprodukte 
der Halogenierung nur Stoffe betrachtet wurden, die farblos sind und 
an sulfithaltige Lésungen in der Kalte kein Halogen mehr abgeben. 

Trotz dieser Analogie im Verhalten von Brom und Jod sind die Reak 
tionen der beiden Halogene im allgemeinen zu verschieden und ist das Ver- 
halten verschiedener Proteine bei der Halogenierung sicher zu abweichend, 
um Arbeiten, die sich mit der Jodierung vornehmlich des Globins be 
schaftigen, wie die seitdem erschienenen interessanten Untersuchungen 
von Bauer und Strauss,* hier heranzuziehen. 

In der vorliegenden Studie beschaéftigen wir uns nur mit der Bro. 
mierung von Casein und von Kollagen bzw. von Gelatine, um der Frage 
nach dem Sitz des Broms im Protein naherzutreten. Es handelt sich 
dabei um folgendes Dilemma: Der seinerzeit fiir das Bromierungs- 
produkt des Caseins gefundene Endwert von 5,5 bis 6,0°% Brom wiirde 
eventuell einer Disubstitution des Tyrosins entsprechen, wofiir auch das 
Fehlen der Millon-Reaktion bei demselben zu sprechen schien; aller- 
dings kénnte dann mit keiner der anderen Aminosduren eine Brom- 
verbindung bestehen. Obwohl dieser letztere Umstand uns schon damals 
die ausschlieBliche Beziehung zum Tyrosin hatte ablehnen lassen, 
muBte doch die Bromierung eines Proteins, das kein Tyrosin liefern 
kann, gleichfalls untersucht werden, und als solches wurde zunachst 
Gelatine bzw. deren Muttersubstanz Kollagen, gewahlt, dessen Bro- 


* Otto von Fiirth zum 70. Geburtstag. — ! F. Lieben u. D. Laszlo, diese 
Zeitschr. 159, 110, 1925; F. Lieben u. R. Miiller, ebenda 197, 119, 192s: 
dort altere Literatur. —— ? H. Bauer u. E. Strauss, diese Zeitschr. 211, 163. 
1929; 284, 197, 231, 1935; vgl. auch Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 68, 1165. 
1935; 69, 245, 1936. 


mie! 
Bei 

alle 
gew 


ang 
dab 
gesc 
abg 
Bro 
noel 
gek 
26° 


gen 


gew 
Alk 
noc 
gelé 
6,0 
gew 
geb 
10, 
drit 
unt 
die 
rea 
une 
sau 
Br 
gef 


hol 
mi 
Sa 
ha 
Hg 
we 





tern 
men 
‘hen 
ren 
Hen 
ikte 
und 
en, 
ak 
Ver- 
and, 
he 
gen 


ian 
TO- 


Uber die Einwirkung von Brom auf Proteine. 83 


mierung schon vor Jahren dem einen von uns (7'andler) gelungen war. 
Bei Gelatine handelt es sich um ein relativ leicht lésliches Protein, dem 
allerdings alle aromatischen Bausteine fehlen, was méglicherweise die 
gewinschte Vergleichbarkeit mit dem Casein beeintrachtigt. 


I. Darstellung der Bromprodukte. 


A. 20g Casein (Hammarsten) wurden mit 30 bis 40 cem Petrolither 
angefeuchtet und etwa 10g Brom in 60 bis 80 ccm Petrolither zugesetzt ; 
dabei tritt deutliche Wdrmeentwicklung auf. Die gelbe Suspension wurde 
geschiittelt, nach 24 Stunden die rote Fliissigkeit von dem gelben Produkt 
abgegossen und das letztere im Luftstrom bei 30 bis 40° vom iiberschiissigen 
Brom und Petrolather befreit; dabei entweicht auch H Br. Das so erhaltene, 
noch gelbstichige, trocken pulverige Produkt wurde mit Petrolather aus- 
gekocht, bis derselbe kein Brom mehr aufnahm; es enthielt dann noch 
26°, Brom. Die weitere Aufarbeitung konnte nach zweierlei Art vor- 
genommen werden: 

1. Das Rohprodukt wurde mit Alkohol stehengelassen, der zweimal 
gewechselt wurde, dann wurde das nunmehr weiBe Pulver 10- bis 15mal mit 
Alkohol ausgekocht (eventuell im Soxhlet-Apparat). Der Riickstand enthielt 
noch 10°, Brom und 13,27°, N; er wird eventuell mehrfach in Alkohol 
gelést und durch Saure gefallt. Man erhalt so einen Endkérper mit 5,5 bis 
6,0°% Brom und 12,6°%, N, was dem seinerzeit (mit Miiller, 1. ce. S. 125) 
gewonnenen Produkt entspricht. — Die vereinigten alkoholischen Ausziige 
geben beim Abkiihlen einen zweiten Niederschlag mit 15°, Brom und 
10,7°, N; aus dem eingeengten Filtrat desselben kann mit Ather noch ein 
dritter Kérper ausgefallt werden, der nach wiederholtem Lésen in Alkohol 
und Fallen mit Ather ein nicht mehr hygroskopisches, weiBes Pulver liefert ; 
dieses enthalt 16°, Br und 9,9°, N. Dieser Stoff gibt positive Biuret- 
reaktion, die Millon-Reaktion ist negativ, die Histidinreaktion (s. unten) 
undeutlich. Nach Hydrolyse und Fraktionierung mit Phosphorwolfram- 
siure (s. unten) wird in der basischen Niederschlagsfraktion gebundenes 
Brom, in der Filtratfraktion Brom in Ionenform und gebundenes Brom 
gefunden. 

2. Der oben erwahnte Kérper mit 26°, Brom kann auch durch wieder- 
holtes Lésen in etwa 5°, NaOH und Fallen mit SO, bis zur Triibung, dann 
mit Essigsdure in das ,,Endprodukt“ iibergefiihrt werden. — Im Filtrat der 
Saurefallung ist noch eine Biuretreaktion gebende, gebundenes Brom ent- 
haltende Substanz vorhanden, die durch Hopkinssches Reagens (10°, 
HgSO, in 5°, H,SO,), Pikrinséure oder Phosphorwolframsaure gefallt 
werden kann. 

B. Das Kollagen wurde aus Kalbshauten bereitet, die zur Entfernung 
der Haare und der Epidermis mit Kalk behandelt worden waren. Der iiber- 
schiissige Kalk wird mit 1°, HCI neutralisiert und das Produkt gewaschen, 
bis das Waschwasser keine Halogenreaktion mehr gibt. —- Man erhalt ein 
durchscheinendes Praparat, welches zur Weiterverarbeitung durch 
Raspeln zerkleinert wird. Die Bromierung geschah in folgender Weise: 

1. 10g Kollagen werden mit 5g Brom in 36 bis 40 ccm Petrolather 
2 Tage unter AuédschluB von Feuchtigkeit stehengelassen, wobei sich 
am Boden des GefaBes ein roter Sirup bildet. Die dariiber stehende Brom- 
Petrolatherschicht wird abgegossen und der Sirup nunmehr mit absolutem 
Alkohol iiberschichtet; er erstarrt dabei zu einer spréden, gelblichen Masse. 


6* 
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Der Alkohol wird wieder abgegossen und der Riickstand unter trockene: 
Aceton unter haufigem Wechseln 8 Tage stehengelassen. Man kann 
eventuell noch zwei- bis dreimal kurz (etwa 10 Minuten) mit Aceton am 
RickfluBkiihler auskochen. Der gebildete Kérper stellt ein weiBes Pulver da: 

2. Man kann auch 5g Kollagen in 20 cem Eisessig und 2 cem Essig. 
saiureanhydrid suspendieren und 5g Brom in 10 ccm Eisessig zusetzen: 
dabei ist wegen der heftigen Warmeentwicklung Kiihlung notwendig. Das 
Reaktionsprodukt wird, wie in 1. mit Alkohol und dann mit Aceton 
behandelt. —- Das Produkt enthalt 10°, Brom und 13°, N. 

C. Analog erfolgt die Bromierung von Gelatine (in Folien); die Brom. 
bestimmung ergibt ein Praiparat von 8,24°, Brom. 

Allerdings zeigen die Kollagen- und Gelatinebrompraparate 
gegeniiber dem Bromcaseinendprodukt einen wichtigen Unterschied: 
Wahrend dieses beim weiteren Umfallen, sowie beim Behandeln mit 
Na, SO,-Lésung seiner Bromgehalt nicht mehr andert, ist der Brom- 
gehalt der Kollagen- bzw. Gelatinepraparate nur konstant, solany 
Wasser ausgeschlossen bleibt. Wird z. B. Bromkollagen in der Kalte 
in Wasser unter Sulfitzusatz gelést und durch Alkoholather (1: 2) 
wieder ausgefallt, dann enthalt .der so gewonnene Niederschlag nur 
noch 7,6°% Brom. Wird ferner Bromkollagen in 2,5 %igem Na, SO, 
gelést und, nach Verdiinnen der 0,12 igen EiweiBlésung auf das fiinf- 
fache, 48 Stunden stehengelassen, so ist fast das ganze Brom (93°) 
abgespalten. 


Die Brombestimmungen erfolgten mittels der Mikromethode nach 
Carius. 


II. Hydrolyse der bromierten Kérper. 


Um zur Frage des Sitzes des Broms im Bromcasein zu gelangen, 
wurde zunachst die Saurehydrolyse mit anschlieBender Trennung in 
Fraktionen durchgefiihrt. 

1. Von feuchtem Bromcasein wurde der “Gehalt durch Trocken- 
bestammung festgestellt. 40g der so berechneten Trockensubstanz wurden 
mit 400 cem 25° iger H,SO, 20 Stunden am RiickfluBkiihler hydrolysiert : 
die abfiltrierten Melanoidine sind bromfrei. Eine mit MgO destillierte Probe 
liefert, fiir das Gesamtvolumen berechnet, 0,104 g¢ NH,. —- Die Fraktio- 
nierung erfolgte durch Fallung mit 20°,iger Phosphorwolframsaure, die 
mittels Atzbaryt beseitigt wird; letzteres wird durch verdiinnte H,SO, 
entfernt. Der Niederschlag von Bariumphosphorwolframat halt auBerst 
hartnickig Reste von Aminosaéuren und Halogen fest. 

Es zeigte sich nun, daB bei der Hydrolyse ein betrachtlicher Teil 
des Broms in Ionenform abgespalten wird. Der so entstandene H Br 
ist allerdings weder wihrend der Hydrolyse in einer am RiickfluBkiihler 
angebrachten Vorlage, noch bei Hydrolyse mit absteigendem Kiihler 
in der Vorlage nachzuweisen, wenn dabei das Volumen durch Zutropfen 
von Wasser konstant erhalten wird. Erst beim Konzentrieren des 
Hydrolysats auf iiber 40% H,SO, finden sich in der Vorlage langsam 
wachsende Mengen von Bromionen. 
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a) Von 1,14 g¢ Bromcasein mit 66,1 mg Brom gehen beim Kochen mit 
° iger H,SO, bei konstantem Volumen in 24 Stunden 1,49 mg Brom 
2,2°, in Ionenform iiber. 

b) Aus einem schon fertigen Hydrolysat mit 25°,iger H,SO,, das am 
absteigenden Kihler weiter destilliert wird, geht von 34,16 mg Brom, solange 
das Volumen konstant erhalten wird, nichts iiber. Beim Einengen, wobei 
die Saéure etwa 35° ig wird, gehen mit den ersten 300 cem 4,39 mg, mit den 
folgenden 200 cem 3,24 mg Brom iiber, es werden also in etwa 10 Stunden 
7,63 mg i.e. 22,3°, Brom abgespalten und diese Abspaltung setzt sich 
natiirlich beim Einkochen des Hydrolysats fort. 

DaB nach der Hydrolsye wirklich ein groBer Teil des Broms aus der 
organischen Bindung gelést ist, zeigt sich jedoch bei der Fraktionierung 
des Hydrolysats: im Filtrat des Phosphorwolframsaureniederschlags 
wird namlich mit Ag N O, ein Silbersalz gefallt, das frei von C und N ist, 
also reines Ag Br darstellt und 4/, (80°) des Broms der Monoamino- 
siurenfraktion ausmacht. Der noch gebundene Bromanteil der Fraktion 
(etwa 20%) laBt sich bei zweistiindigem Erhitzen im Bombenrohr auf 
230° nicht véllig abspalten; erst bei 24stiindigem Erhitzen ist alles Brom 
in Ionenform vorhanden. 


Zum Vergleich wurde nun festgestellt, daB bei 30 stiindigem Kochen 
von 0,1 g Dibromtyrosin (Schuchhardt) am _ RiickfluBkiihler mit 
25 %iger H,SO, keine Spur von Bromionen aujtritt. Erst im Bomben- 


rohr wird zum Teil HBr gebildet. 


In der Monoaminosdurefraktion ist die Millon-Reaktion auf Tyrosin 
negativ, auch nach Entfernen stérender Bromionen (s. unten), dagegen 
ist auffallenderweise hier die Reaktion auf Histidin! positiv; allerdings 
ist sie stets unbestaindiger als beim reinen Histidin, die violette Farbe 
tritt meist schon in der Kalte auf und verschwindet beim Erhitzen; 
dementsprechend erhalt man mit dem Hopkinsschen Reagens in der 
Fraktion einen Niederschlag. Es mu} also bei der Bromierung des 
Caseins am Histidin eine Veranderung bewirkt worden sein, so da} das 
entstandene Produkt durch Phosphorwolframsaure nicht mehr gefallt 
wird. In dem Hopkins-Niederschlag ist auch gebundenes Brom vorhanden. 


In der Basenfraktion, die durch Phosphorwolframsaure gefallt 
wird, ist Brom nur in organisch gebundener Form enthalten. Frak- 
tioniert man weiter nach Kossel und Kutscher (mittels Silbersulfat und 
Atzbaryt), so findet sich in der Lysinfraktion kein Brom, hingegen alles 
Brom in der Arginin-Histidinfraktion. Da aber das Histidin, bzw. 
dessen verandertes Derivat, in die Monoaminosaurefraktion tibergegangen 
ist (s. oben), so haftet die gefundene Brommenge offenbar in der Arginin- 
fraktion. 


! R. Kapeller-Adler, diese Zeitschr. 264, 131, 1933. 
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Bilanz der Bromverteilung im Bromeasein nach der Hydrolyse: 
Mmeminnene. 5 SS ee ae eae g Br 0,0234 g N 
Monoaminosaurefraktion (4/; Br in Ionen- 

torm,-*/; Br-gebunden ... . «9s 4.4 O7582Br 0,866 gN 
Basenfraktion (kein Brom in Ionenform, 
Brom gebunden beim Arginin) . . . 0,489 ¢ Br 0,842 gN 


OMENS Gs ee ere ew ee we 5 ee ee 1,731 g¢N 
(davon etwa 
1/, in lonenform) 
In der urspriinglicben Probe von 24,5 g Bromcasein mit 6°, Brom 
und 12,3°, N waren vorhanden: 1,47 g Br, 3,003 g N. 


Auffallend ist demnach das betrachtliche N-Manko gegeniiber dem 
Ausgangsprodukt, das wir mehrfach feststellten; wir kénnen diesen 
Verlust zur Zeit nicht erkléren. Der geringe Bromverlust ist wahr- 
scheinlich durch Retention in dem Ba-Phosphorwolframsiurenieder- 
schlag bedingt. 

2. Anders verhalt sich Bromkollagen bei der Hydrolyse am ab- 
steigenden Kiihler: 

0,651 g Substanz wurden mit 56,8 mg i.e. 8,7°, Brom hydrolysiert 
und gleichzeitig bei konstantem Volumen abdestilliert; in 24 Stunden 
gingen 48,2 mg i. e. 85°, des gesamten Broms als HBr iiber. Schon in zwei 
Stunden gingen bei einem anderen Versuch etwa 70°, des Broms iiber. 


Die Abspaltung des Broms erfolgt also hier bedeutend leichter und 
rascher als beim Bromcasein. Daneben scheint es beim letzteren noch 
eine Verzégerung fiir das Abdestillieren der schon abgespaltenen H Br 
zu geben, deren Ursache uns nicht bekannt ist (vgl. obigen Versuch 1 b). 
Die fast véllige Abspaltung des Broms bei der Hydrolyse des Brom- 
kollagens macht die Untersuchung der Verteilung des Broms auf Frak- 
tionen wie oben beim Bromcasein hier illusorisch. 


Mit Riicksicht auf das atypische Verhalten des Histidins bei der Bro- 
mierung des Caseins (s. oben) wurden einige Bromierungsversuche mit 
l-Histidin (Roche) durchgefiihrt. —- Wird die freie Base (46 mg in 10 ccm 
H,O) vorsichtig mit 1°, Brom in Essigséure versetzt, bis nach 5 Minuten 
Stehen KJ-Starke noch geblaut wird, und dann mit Hopkins-Reagens 
gefallt, so ist im Niederschlag nach Entfernen des Hg usw. Histidin kolori- 
metrisch nachzuweisen, das Brom hingegen findet sich ausschlieBlich im 
Filtrat, zum Teil in gebundener Form. Bei energischer Einwirkung [15 mg, 
(0,1 Mol) Histidin, etwa 150mg Br (2 Mol) in Essigséure] ist gleichfalls 
Histidin im Niederschlag bei der Hopkins-Fallung und Brom in beiden 
Formen im Filtrat vorhanden. Hingegen verhalt sich der Histidinbrom- 
ansatz, entsprechend den Erfahrungen beim Bromcasein, anders beim Aus 
fallen mit Phosphorwolframséure; hier ist im Niederschlag nur etwas ge- 
bundenes Brom, aber kein Histidin nachzuweisen, im Filtrat hingegen 
erhilt man neben Bromionen ein Umsetzungsprodukt des Histidins, das 
sich durch eine dunkelviolette Farbung mit Phosphorwolframsaure verrat. 
Nach Entfernen der Phosphorwolframsaure usw. ist Histidin selbst jedenfalls 
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nicht mehr nachzuweisen. Wir sehen also wieder ein atypisches Verhalten 
des Histidins nach der Bromierung, bei der ein Teil des Broms in organische 
Bindung getreten ist; beim Kochen mit 25°, iger H,SO, wird das Brom der 
Histidinbromansatze rasch in Ionenform iibergefiihrt, nach 10 Stunden 
vollstandig. — Freies d-Arginin (Roche) nimmt bei der Bromierung kein 
Brom auf, wenn man unsere eben geschilderten Versuchsbedingungen 
(Zimmertemperatur, Br in Petrolather usw.) einhalt. 


III. Verdauung der bromierten Kérper. 


Etwas Bromcasein wurde 8 Tage mit Pepsin (Schering-Kahlbaum 
DAB 6) und H, SO, (pu 2), dann 3 Wochen mit Trypsin (Kahlbaum) (pu 8,3) 
im Brutschrank bei 37° angesetzt. Die Suspension enthalt viel in Freiheit 
gesetztes Brom in Ionenform, wenig gebundenes Brom; die Biuretreaktion 
ist noch positiv, die Millon-Reaktion negativ. Die Lésung wird durch 
Essigsaure von den héhermolaren Produkten befreit, das Filtrat mit Na,C O, 
neutralisiert, eingeengt, und die Bromionen werden mit Ag,SO, ausgefallt, 
da, wie wir feststellten, ihre Anwesenheit die Millon-Reaktion stért. Nun- 
mehr ist die Millon-Reaktion schwach positiv, doch diirfte dieser Ausfall 
vom Tyrosin des Fermentes herkommen. Im Phosphorwolframsaurefiltrat 
wurde noch eine Fallung mit Hopkins-Reagens erzeugt; folgende sind die 
gefundenen Reaktionen: 





Hopkins-Niederschlag Hopkins-Filtrat 





Histidin- 
nachweis 


Histidin- Brom 
nachweis || gebunden 


Brom 


gebunden Bromionen 
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PWS-Filtrat . ++ 
PWS - Nieder- 
schlag ... Spur 

Auch nach vierwéchentlicher Verdauung mit Trypsin (px 8,3) allein 
sind die Reaktionen dieselben. -— Die Vorgange bei der Verdauung sollen 
weiter bei der bromierten Rohseide, die bekanntlich viel Tyrosin enthalt, 
studiert werden. 

IV. Methylierungsversuche. 

Es erschien noch von Interesse, zu untersuchen, ob der Methyl- 
gehalt eines mit Dimethylsulfat nach Hdlbacher! methylierten Pro- 
duktes durch eine der Methylierung vorhergehende oder nachfolgende 
Bromierung beeinfluBt wird. Die Schliisse aus diesen Versuchen diirfen 
allerdings nur mit gréBter Vorsicht gezogen werden, denn die Methyl- 
werte bei Proteinen sind nur duferst schwer exakt reproduzierbar 
und Vergleiche unter gleichen Bedingungen bei Methylierungen demnach 
stets unsicher, wenn die Zahl der Versuche nicht eine auBerordentlich 
groBe ist. Mit allem Vorbehalt seien deshalb die folgenden Versuche 
wiedergegeben ?. 


1 §. Edlbacher, Zeitschr. f. physiol. Chem. 112, 80, 1920 und Altere 
Arbeiten. — ? Die Mikromethylbestimmungen wurden im hiesigen Institut 
von Frau Dr. Moser-Lieber ausgefiihrt. 





F. Lieben und R. Tandler: 


a) Ein Methyleasein mit 11,8°, N enthalt 1,85°, CH, am O, 2,75 
CH, am N. 

b) Wird Bromcasein mit 5,7°, Br methyliert, so erhalt man ein Pio 
dukt mit 11,0°, N; auf den gleichen N-Gehalt wie in a) umgerechnet er- 
geben die Methylbestimmungen 0,62°, CH, am O, 0,22°, CH, am N. 

ec) Wird umgekehrt das Methyleasein a) nachtraglich bromiert, wolhei 
zum Unterschied von der Caseinbromierung keine Warmeténung auftritt, 
so gelangt man zu einem wasserléslichen Produkt mit 9,1°, N und 3,1 
Brom. Fiir den N-Gehalt von 11,8°, umgerechnet, erhalt man jetzt 1,31 
CH, am N. 

Durch die Bromierung ist also die Aufnahmefahigkeit fiir Methy|. 
gruppen herabgesetzt worden. Umgekehrt werden durch die nachtri. 
liche Bromierung Methylgruppen offenbar verdrangt. Man darf aus 
den Versuchen, auch wenn man die Zahlen fiir gesichert halt, nicht 
schlieBen, daB Methylgruppen und Bromatome an denselben Stellen 
sitzen. Fir die Bromatome ist ein Haften an Sauerstoff wohl aus. 
geschlossen und am Stickstoff im Casein auBerst unwahrscheinlich, da 
das Brom dann bedeutend lockerer sitzen miiBte (s. oben). Man kann 
aber vielleicht schlieBen, daB di¢ Methyle und Brom sich bei der Sub- 
stitution gegenseitig behindern, also wohl an benachbarte Stellen treten 


V. Spektrographische Messungen. 


Prof. Gréh in Budapest hatte die groBe Freundlichkeit, auf unsere 


Bitte die Absorptionskurven von Tyrosin, Dibromtyrosin, Bromcasein, 
dessen Hydrolysat und der Bromgelatine mit dem Spektrophotometer 
aufzunehmen. Wir geben seine auf molare Mengen bezogenen Befunde 
wieder'. Ein SchluB auf die Stellung des Broms im Casein laBt sich 
daraus wohl nicht ziehen. Bemerkenswert ist immerhin: 1. das Vor- 
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' Vgl. J. Groh u. M. Hanak, Zeitschr. f. physiol. Chem. 190, 169, 1930. 
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handensein charakteristischer Maxima und Minima der Absorption 
beim Bromeasein, Tyrosin und Dibromtyrosin einerseits, deren Fehlen 
tae beim Bromcaseinhydrolysat und der Bromgelatine andererseits; 2. dab 
m N. der Betrag des Wertes Ae fiir Bromcasein gleich 1,8 ist, wahrend 
wobei er fiir Casein nach Mitteilung von Prof. Gréh 4,0 betrigt, ein Unter- 
ftritt, schied, aus dem allerdings noch keine Schliisse gezogen werden diirfen: 


= 3. der vollig gleichartige Verlauf der Kurven fiir Tyrosin und Dibrom- 
331 : 
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inde Abb. 3. Bromgelatine (bezogen auf eine Abb. 4. Molekulare Absorptions- 
19/,ige Lisung). kurven des Tyrosins und Dibrom- 


sich ‘ P , 
tyrosins in Wasser. 


Vor- 
tyrosin, von denen die letztere bei gleicher Héhe nach dem langwelligen 
Bereich verschoben erscheint; 4. die Tatsache, daf Dibromtyrosin und 
Bromcasein die Maxima ihrer Kurven bei derselben Wellenlinge (290) 
zeigen, woraus aber nach Prof. Groh ein SchluB auf Vorkommen von 
Dibromtyrosin im Bromeasein nicht zulassig ist. 


VI. Diskussion. 


Auf Grund der Ergebnisse kann die Frage, wo das Brom in den 
untersuchten Proteinen seinen Sitz hat, noch nicht vollstandig be- 
antwortet werden. — Zugunsten der nachstliegenden Annahme, dab 
bei der Bromierung die cyclischen Aminosauren, also Tyrosin, eventuell 
Histidin und Tryptophan, eine Rolle spielen, scheint die sichergestellte 
Tatsache zu sprechen, daB das Brom im Casein bedeutend fester sitzt, 
als im Kollagen bzw. der Gelatine, die keine aromatischen Bausteine 
enthalten. Dies kommt in der Resistenz gegen Umfallung, vor allem 
aber gegen Sulfitlosungen und bei der Destillation der Hydrolysate 
zur Geltung. Weiterhin spricht zugunsten dieser Annahme unser Befund, 
daB freies Tyrosin in Petrolither nach obiger Methode glatt bromiert 
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GO F. Lieben und R. Tandler: 


wird, Alle anderen Beobachtungen jedoch sprechen gegen diese Stelluny 
der Bromatome. Eine ausschlieBliche Haftung von Brom am Tyrosin 
ist schon deswegen ausgeschlossen, weil auch in der Basenfraktion des 
hydrolysierten Bromkorpers, und zwar in der Argininfraktion, gebunden:s 
Brom gefunden wird. Ein Sitz des Broms am Phenolring des Tyrosins 
in irgend wesentlichem Betrag ist jedoch tiberhaupt nicht méglich, da 
gebundenes Brom zwar nach der Hydrolyse in der Basenfraktion 
einerseits, in der Monoaminoséurefraktion andererseits vorkommt, in 
dieser letzteren aber nur '/, der dort itiberhaupt vorhandenen Menge 


0 


ausmacht. Die anderen */; Bromatome sind bei der Hydrolyse in 
lonenform abgespalten worden, kénnen aber zuvor nicht am Tyrosin- 
ring gesessen sein, da Dibromtyrosin beim Kochen mit Saure absolut 
kein Brom abspaltet.. Ein so grundsatzlich verschiedenes Verhalten 
von bromiertem Tyrosin in freiem Zustand und im Eiweifverband ist 
aber auBerst unwahrscheinlich. Ferner deutet das Auftreten betracht- 
licher Mengen von Bromionen bei der Verdauung, also einem schonenden 
Eingriff, der auf Dibromtyrosin gleichfalls ganz ohne EinfluB ist, darauf 
hin, da8 das Brom zum Teil wenigstens sich an oder in der Nachbarschajt 
der Peptidbindungen befindet, die ja bei der Verdauung gelést werden. 
Auch die Ergebnisse der Methylierung haben nur dann einen deutbaren 
Sinn, wenn das Brom nicht an dem Kern der aromatischen Amino- 
sauren sitzt, da es in dieser Stellung die Methylierung ja iiberhaupt 
nicht beeinflussen kénnte. 

Warum tritt aber das Brom nicht an den Phenolkern des Tyrosins ’ 
Man kénnte daran denken, daB dieser schon bei der Bromierung zerstért 
wurde. Dies ist nun nach der Hydrolyse tatsaichlich der Fall, wie auch 
Tyrosin selbst, wenn es mit Brom in 25 %iger H, SO, am RiickfluBkiihler 
gekocht wird, zerstért wird. Weiterhin ist es yns aber auch im Brom- 
casein selbst weder bei den Verdauungsansatzen, noch sonst jemals ge- 
lungen, Tyrosin oder Dibromtyrosin zu finden. Auch die Millon- 
Reaktion ist, wie bekannt, negativ. — Gegen die Annahme einer Zer- 
stérung spricht allerdings einmal die Tatsache, daB, wie schon erwahnt, 
freies Tyrosin ohne Zerstérung des Kerns bromiert wird, wobei wir hier 
die charakteristischen Kristalle des Dibromtyrosins, sowie die richtigen 
Werte fiir Br und N vorfanden, zweitens die Absorptionskurven von 
Prof. Groh, die fiir Bromcasein denselben charakteristischen Verlauf 
mit Minimum und Maximum haben, wie bei Casein einerseits, Tyrosin 
und Dibromtyrosin andererseits, wahrend die von cyclischen Amino- 
siuren freie Bromgelatine, sowie das Hydrolysat des Bromcaseins, in 
dem Tyrosin zerstort ist, ein véllig anderes Bild ergeben. Eine Ent- 
scheidung kann bei dem gegenwartigen Stand unserer Versuche nicht 
getroffen werden. 

DaB im Histidin irgendeine Bromwirkung aufgetreten ist, zeigt 
die (auch im Modellversuch mit reinem Histidin erhartete) Tatsache, 
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daB nach Hydrolyse das ganze, nach Verdauung der gréBte Teil des 
Histidins, respektive eines Umwandlungsproduktes desselben, sich im 
Filtrat der Phosphorwolframsaurefaillung nachweisen ]aBt; doch kann 
diese Umwandlung wohl nicht in einer Aufspaltung des Imidazolkerns 
bestehen, da die Farbreaktion nach Kapeller-Adler noch erhalten ist; 
allerdings ist sie unbestandig. DaB auch das veranderte Histidin noch 
die sonst so empfindliche Farbreaktion gibt, erklart sich wohl daraus, 
daB die Reaktion selbst ja auf einer Bromierung beruht. Eine stéchio- 
metrische Bromsubstitution am Histidin ist nach all den oben an- 
yefiihrten Griinden wohl auszuschlieBen. 

Kénnen wir also nach den Ergebnissen unserer Arbeit nicht an- 
nehmen, daB das Brom an den Ringen der cyclischen Aminosauren 
verankert ist, so bleibt als wahrscheinlichste Arbeitshypothese in An- 
betracht der leichten Abspaltbarkeit bei der Verdauung usw., ferner 
der Ergebnisse der Methylierung, daB die Bromatome zum iiberwiegenden 
Teil in wohl verschieden fester Bindung in Nachbarschaft der Peptid- 
hindungen lokalisiert sind. Worauf der verschiedene Grad der Bindungs- 
festigkeit im Bromcasein einerseits, der Bromgelatine usw. anderer- 
seits beruht, kénnen wir zur Zeit nicht erklaren. Auch die Bindungen 
im Bromeasein sind iibrigens verschieden fest, z. B. bleibt in der Mono- 
aminosdurefraktion des Hydrolysats etwa '/, des Broms so fest ge- 
bunden, daB es erst im Bombenrohr bei 230° losgelést wird. — In 
weiteren Arbeiten soll die Bromierbarkeit einer Gruppe von z. B. 
—CH,—CO—NH—CH< an geeigneten Modellverbindungen unter- 
sucht werden. 

Zusammenfassung. 

1. Um die Frage nach dem Sitz des Broms in Proteinen zu klaren, 
wurden Casein einerseits, Kollagen und Gelatine als von cyclischen 
Baustoffen freie Proteine andererseits, der Bromierung unterworfen. 

2. Aus den Ergebnissen bei der Hydrolyse, der Verdauung und der 
Methylierung werden die Argumente abgeleitet, die in ihrer Mehrzahl 
iiberzeugend gegen den Sitz des Broms im Bromeasein in den Ringen 
der cyclischen Bausteine sprechen. Eine stéchiometrische Reaktion 
des Broms mit Tyrosin oder Histidin ist auszuschlieBen. Es wird dis- 
kutiert, welche Tatsachen fiir und welche gegen eine Zerstérung des 
Phenolkerns des Tyrosins bei der Bromierung sprechen; das Histidin 
ist durch die Bromierung derart verindert, da es nach der Hydrolyse 
im Filtrat der Phosphorwolframsaurefallung erscheint. 

3. Es wird fiir das Brom eine Verankerung an oder in naher Nach- 
barschaft der Peptidbindungen als Hypothese angenommen. — Un- 
erklarlich bleibt vor allem die Tatsache, da8 Brom an seinen Haftstellen 
mit sehr ungleicher Festigkeit sitzt, im Casein viel fester als im Kollagen 
oder der Gelatine. 





Uber die Kombination Zucker-Aminosauren im Sauerstoffstrom, 
Von 
Bella Bauminger und Fritz Lieben *. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitit in Wien.) 
Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Seegen-Stiftung der Akademie de: 
Wissenschaften in Wien. 


(Eingegangen am 10. Juni 1937.) 


Das Zusammenwirken von Stoffen aus den Bereichen der Kohlen. 
hydrate und der EiweiBderivate ist in letzter Zeit mit ganz verschiedenen 
Versuchsanordnungen! studiert worden. In allen Fallen hat sich ein 
von dem der einzelnen Komponenten abweichendes Verhalten der 
Kombination nachweisen lassen. Ein solches ist aber von physiologi- 
schem Interesse, da derlei Kombinationen zweifellos im Getriebe des 
Stoffwechsels eine wichtige Rolle spielen. 


Schon vor langerer Zeit hat Spoehr? die Oxydation von Glucose un 
verwandten Stoffen im Luftstrom in Gegenwart von Katalysatoren 
(Methylenblau und gewissen Eisenverbindungen) unter CO,-Entwicklung 
beschrieben und sich mit dem Mechanismus der Oxydation beschaftigt; 
diese Untersuchung wurde von Degering und Upson* weiter ausgebaut 


Spoehr hat seine Versuche spater auf Triosen und verwandte Verbindungen 
erstreckt 4 und sich auch mit der Frage der méglichen Bakterieneinwirkung 
beschaftigt, die er bei seiner Versuchsanordnung speziell fiir den Betrag 
der CO,-Entwicklung fiir unwesentlich halt; zu demselben Ergebnis kommt 
auch Goerner®. Eine auf unsere Bitte im hiesigen Institut fiir Garungs- 
gewerbe freundlichst vorgcnommene Untersuchung steril entnommene: 
Proben ergab gleichfalls ein negatives Resultat. 


Wir wahlten bei einer Versuchsanordnung, die sich an die von 
Spoehr, sowie von Degering und Upson anlehnt, dieselben Mengenver- 
haltnisse der Reaktionskomponenten, die der eine von uns in seiner 
ersten Arbeit mit Getreuer (1. c.) angewendet hatte; dann aber immer das 
Verhaltnis 1,5 Mol Glucose: 1 Mol Glykokoll. Zuerst wurde auch 
Methylenblau (MB.) zugesetzt, spaiter — als fiir die Versuchsergebnisse 
im Sauerstoffstrom nicht wesentlich (s. unten) — weggelassen. 


* Otto von Firth zum 70. Geburtstag. — } F. Lieben u. V. Getreuer, 

diese Zeitschr. 252, 420, 1932; 269, 69, 1934; F. Lieben u. St. Molnar, ebenda 
277, 165, 1935; F. Lieben u. B. Bauminger, ebenda 279, 321, 1935. 
2 H. A. Spoehr, J. Amer. chem. Soc. 46 (6), 1494, 1924; H. A. Spoehr ui. 
J.H.C. Smith, ebenda 48 (1), 236, 1926, zit. nach Ronas Ber. 36, 575 u 
37, 38, 1926. — * EB. F. Degering u. F. W. Upson, J. of biol. Chem. 94, 423, 
1931; dort auch altere Literatur. — 4 H. A. Spoehru. H. W. Milner, J. Ame: 
chem. Soc. 56, 2068, 1934; zit. nach Chem. Centralbl. 1935, I, 74. — 
5 4. Goerner, J. of biol. Chem. 105, 705, 1934. 
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Einige Literatur iiber die Reaktion zwischen Zuckerarten und Aminen 
ist unter S. 92, FuBnote 1 zitiert. Fiir weitere Untersuchungen vgl. die 
Arbeiten von v. Euler? u.a. 


I. Methodik. 


Wir bedienten uns folgender Apparatur: Der Sanerstoff wird aus einer 
Bombe zur vollstandigen Befretung von CO, durch Natronkalkréhren und 
eine Barytwasserflasche, die gleichzeitig als Tropfenzahler dient, dem eigent- 
lichen ReaktionsgefaB zugeleitet, einem Erlenmeyer-Kolben mit Glasschliff, 
indem sich der Zucker bzw. das Gemisch Zucker-Glykokoll, gelést in der Puffer- 
lésung (s. unten), befindet; das GefaB steht in einem Wasserbad bei 70° C. 
Vor und hinter dem Reaktionsgefa8 sind leere Kolben eingeschaltet, um 
eventuelle Druckdifferenzen unschidlich zu machen. Es folgen 2 CaCl,- 
Rohren, um den Gasstrom zu trocknen, und an diese werden zwei gewogene 
GefaBe mit Natronkalk bzw. Natronkalk + CaCl, angeschlossen ; eine 
Waschflasche mit konz. H,SO, bildet den Abschlu8 der Apparatur. 

Zwei solche Apparaturen sind nun nebeneinander geschaltet, in der 
einen (A) befindet sich im Reaktionsgefa8 das Gemisch, in der anderen (B) 
die eine Komponente (Glucose oder eventuell Glykokoll) allein. Die ver- 
wendete Pufferl6sung war in der einen Versuchsreihe ein Natriumphosphat- 
Kaliumphosphatpuffer nach Sérensen von kontrolliertem py, in einer 
anderen Versuchsreihe ein Ferriphosphatpuffer nach Degering und Upson 
(l.¢.), dessen px gleichfalls genau gestellt wurde. (Derselbe enthalt 804 g 
Na,P,0, 10 aqu., 120g FeSO, 7 aqu., 2040g Na,HPO, 12 aqu. 
in 16,8 Liter Wasser; es wird CO,-freie Luft durch die Lésung geleitet, 
bis die griine Farbe in gelb umschlagt.) Bei einigen Versuchen in 
beiden Reihen wurde ferner dem Puffer eine Methylenblaulésung (1 : 20000) 
zugesetzt. Gemessen wird in A und B die entwickelte CO,-Menge durch 
Wagung der AbsorptionsgefaiBe, in den ReaktionsgefaiBen der nach dem 
Versuch vorhandene Zucker nach der kolorimetrischen Methode von Dische 
und Popper? (néheres s. unten) und das schlieBlich vorhandene py (kolori- 
metrisch); mehrfach wurde auch die Milchséure nach der Methode von 
Friedemann, Cotonio und Shaffer* bestimmt. Vor Anwendung dieses Ver- 
fahrens wurde die gebildete Milchséure durch Ausschiitthing mit Amyl- 
alkohol nach Ohlsson* aus dem Reaktionsgemisch extrahiert und der Amyl- 
alkohol mit Wasserdampf abdestilliert >. Ist Methylenblau vorhanden, so 
wird es durch Filtrieren iiber Kieselgur (pro 100 cem je 0,5 g) ohne Beein- 
trachtigung der Ergebnisse entfernt. Auch auf das Auftreten fliichtiger 
Aldehyde (wie CH,.COH) wurde einmal gepriift, indem an Stelle der 
AbsorptionsgefaBe eine 1°,ige NaHSO,-Lésung eingeschaltet wurde; die 
Jodtitration (in A und B) ergab jedoch nur belanglose Spuren. Ebenso- 
wenig waren (durch Vorlage von n/100 NaOH) fliichtige Sauren (etwa 
HCOOH) nachzuweisen. 


1 H.v. Euler u. Mitarbeiter, Ber. d. dtsch. chem. Ges. 59, 1581, 1926; 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 155, 259, 1926; 161, 265, 1926; ferner Chem. 
Centralbl. 1928, Il, 1428; 1929, I, 228 u. 1983, I, 3964. — * Z. Dische u. 
H. Popper, diese Zeitschr. 175, 371, 1926. — * Th. EB. Friedemann, M. Co- 
tonio u. Ph. A. Shaffer, J. of biol. Chem. 78, 335, 1927. — 4 E. Ohlsson, 
Skand. Arch. f. Physiol. 38, 231, 1916; die spiaiteren Methoden der Aus- 
fallung des Zuckers mit Kupfer, Kalk usw. waren bei der groBen Zucker- 
menge in den vorliegenden Versuchen nicht anwendbar. — ° Vgl. O. Fiirth 
u. F. Lieben, diese Zeitschr. 128, 144, 1921. 

























B. Bauminger und F. Lieben: 





Il. Versuche im Natriumphosphat-Kaliumphosphatmilieu. 


Ansatz. A. 15g Glucose, 4,22 g Glykokoll, 315cem Na,H PO,-KH,P 0, 
Puffer; B. wie A ohne Glykokoll; C. wie A ohne Glucose; es wird |e 
70° O,, meistens 3 Tage je 8 Stunden lang, durchgeleitet; die Absorp 
tionsgefaBe stehen tiber Nacht bei der Waage, wahrend die Apparatur a). 
geschlossen wird, und werden vor dem neuerlichen Ingangsetzen der Versuche 
gewogen. In den Methylenblauversuchen besteht das Milieu aus 225 cen 
Puffer und 90 cem Methylenblaulésung (1 : 20000). 


Tabelle I. 



















CO, Milchsaure Pu wack Methylen- 
Aus I dem Versuch blau 
te. ieee gangs- rr B C A B l vorhanden n 
PH aes a : nicht 
mg mg | vorhanden 
ee 8,3 108 | 94 | — 81 54 61 6,8 + 
2/| 22%, | 80 | 121 60 | — || 167 | 102 || 62 | 6,7 > 
3 |; 224/5 | 8,0 128 62 | - 312 169 5,3 7,0 + 
4| 2, | 80 | — = |e. - — | 78 4+* 
5 4 8,0 ‘i ot... <a =~ | oe + ** 
7,2 108 | — = _ — 6,6 + 
6 24 8,0 136 - - - -- 6,3 — -|- 4% 
7,2 103 _ 5 _ || 6,0 — | 
7 281/, | 8,0 — 107 ‘ 6,4 ++ 
126 6,4 _ 
& 254, | 8,0 | 126 ; 6,1 +7 
158 6,1 — 
9 25 8,0 123 74 6,7 7,0 oa 
10 || 223/, | 8,0 143 82 196 124 6,5 7,0 _ 
11 221), | 8,0 47 ie OT t 7,1 —ttt 
39 oo 0 — 13 


* Im ReaktionsgefiB nur Glykokoll. — ** In beiden ReaktionsgefiBen nur Glucose. 
*** In beiden Reaktionsgefifben Glucose + Glykokoll. — + In beiden Geffen nur Glucose. - 
+t In beiden Reaktionsgefiben Glucose + Glykokoll. — +++ In beiden GefaBen 15 g Glucose 
+1g bzw. 0,1 g Glykokoll. s 






Wir entnehmen der Tabelle: 1. In den Ansatzen A (mit Glucose 
-+ Glykokoll) wird beim Anfangs-py 8 durchwegs mehr CO, entwickelt 
als in den analogen Versuchen B (mit Glucose allein). Glykokoll 
allein (C) liefert keine wesentliche CO,-Menge (Nr. 4). 

2. Am Ende dieser Versuche ist das py in den Proben A durchwegs 
niedriger (saurer) als in den Proben B; dies wird zum Teil durch die 
Milchsdurebildung verursacht, die in A wieder stets héher ist als in B 
(Nr. 1 bis 3, 10); Brenztraubenséure wurde nicht gefunden. 

3. Vergleicht man den Reaktionsablauf bei verschiedenem py 
(8 und 7,2), so ist in den A-Versuchen die CO,-Entwicklung starker 
im mehr alkalischen Milieu (Nr. 6), in den B-Versuchen dagegen deutlich 
stiirker im sauren Milieu (Nr. 5), es ergibt sich demnach eine J’rr- 
wischung, eventuell sogar eine Umkehrung des unter (1) erwahnten 
Effekts im sauwren Medium. 
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4. Die Anwesenheit von MB. im ReaktionsgefiB spielt fiir die er- 
wahnten Effekte (Verhaltnis der CO,-Entwicklung und des py in A 
und B) keine wesentliche Rolle (Nr. 9, 10); sowohl in den A- wie den 
B-Versuchen setzt die Anwesenheit von MB. den Betrag der CO,-Ent- 
wicklung eher etwas herab (Nr.7 und 8). 


Es wurde weiter beobachtet: a) In beiden Proben tritt wahrend 
des Versuchs Verharzung ein, wie schon Fischer und Marschall! und 
ebenso Lieben und Getreuer (1. c.) beobachtet hatten, jedoch in den A-Ver- 
suchen bedeutend rascher und intensiver als in den B-Versuchen. 


b) Es wurde in fast allen Versuchen auch der am Ende des Versuchs 
noch vorhandene Zucker bestimmt. Es ergab sich dabei immer, da8 
in den Proben, in denen die CO,-Entwicklung Adéher war, die noch 
vorhandene Zuckermenge herabgesetzt erschien. Wird nach Dische 
und Popper (l.c.) kolorimetriert, so erhalt man durchwegs in A um 
| bis 2 g niedrigere Zuckerbetrage als in B. Jedoch erfolgt waihrend des 
Versuchs auBer dem Abbau noch eine partielle Umlagerung der Glucose 
in Fructose; diese letztere wurde in einigen Versuchen nach dem 
Verfahren von Kruisheer® ermittelt. 

Fiir gleiche Mengen Glucese und Fructose fanden wir nach Dische- 
Popper ein Farbverhaltnis 1: 1,98. Im Versuch 9 z. B. fanden wir in A: 
4,05g, in B: 4,96g Fructose. Die Umwandlung in Fructose war in den 
Versuchen mit Zucker allein durchwegs héher als in denen mit dem Gemisch. 
Diese Fructosemengen entsprechen kolorimetrisch 8,02 bzw. 9,82¢ ,,Glu- 
cose‘‘. Ware nun kein Abbau eingetreten, so sollten kolorimetrisch in der 
Lésung 18,97 g bzw. 19,86 g, als Glucose berechnet, nachzuweisen sein, ver- 
glichen mit einer 0,05°,igen Glucoselésung als Standard. Faktisch waren 
jedoch in A nur 17,5 g, in B 19,1 g ,,Glucose‘’ vorhanden. Der Abbau 
in A betragt demnach 1,47 g, in B 0,76 g, die Differenz im Abbau ist also 
0,71g; ein anderes Beispiel ergab, analog berechnet, eine Abbaudifferenz 
von 2,2 g. Diese letztere Zahl ist fiir uns allein interessant, und diese GréBen- 
ordnung einer Abbaudifferenz von 0,5 bis 2 g kehrt immer wieder. Auf die 
Bestimmung der wohl gleichfalls entstandenen Mannose, die neben Glucose 
und Fructose noch bedeutende Schwierigkeiten macht, haben wir verzichtet. 
Die erwaihnte Abbaudifferenz diirfte von dieser weiteren Umwandlung 
kaum wesentlich beeinfluBt werden. 

Von dem so ermittelten Zuckerabbau bzw. von der Abbaudifferenz 
zwischen A und B wird, wie aus Tabelle I zu ersehen, nur ein kleiner 
Bruchteil als CO, und als Milchséure wiedergefunden, der weitaus 
gréBere Teil muB in andere Formen iibergefiihrt worden sein. Wir 
glauben, daB dieser Teil hauptsachlich der Verharzung anheimgefallen 
ist. Versuche, das quantitative AusmaB des verharzten Zuckers fest- 
zustellen, fiihrten zu keinem brauchbaren Ergebnis. 


! F.G. Fisher u. H. Marschall, Ber. 64, 2825, 1931. — ? C. J. Kruisheer, 
diese Zeitschr. 207, 441, 1929. 
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III. Versuche im Eisenphosphatmilieu. 


Ansatz. A. 15g Glucose, 4,22 g Glykokoll, 315 cem Eisenphosphat.- 
puffer (s. oben). Um das px 8,0 herzustellen, wurden zu je 425 cem des 
obigen Eisenpuffers etwa 310 cem KH,PO, (nach Sérensen) zugesetzt 
und von diesem Gemisch zum Versuch 315 cem genommen; B. wie A 
ohne Glykokoll; C. wie A ohne Glucose. Es wurde meistens 3 Taye 
bei 70° unter denselben Versuchsbedingungen wie im Abschnitt II 
Sauerstoff durchgeleitet. Wahrend der Reaktion bildet sich in’ den 
GefaBen ein Niederschlag von Eisenphosphat, der vor der Untersuchung 
abfiltriert wird. 

Tabelle II. 





CO» Milchséure  Methylen- 
Aus- | ————__-_____.___ blau 
gangs- A B | C A B | yorhanden + Anmerkung 
ee | eae oa nicht 
: mg mg vorhanden— 


Stunden- 
zahl 





281), ) 379/118 

231/, 401 261 

241 9 552 194 { In A und B wurde 
hier Fructose statt 
Glucose verwendet 


16 (2 Tage) 140 19 


17(2  ) 351 268) — 


Die vorhin erwahnten RegelmaBbigkeiten treten hier besonders 
deutlich hervor: 1. Die CO,-Entwicklung in A ist gegeniiber B sehr 
stark erhéht, auch die absoluten Werte sind im Eisenpuffer bedeutend 
gesteigert. Glykokoll allein liefert auch hier keine wesentliche CO,- 
Menge (Nr. 4). 

2. In den A-Proben wird wieder mehr Milchsaure gebildet als in B 
(Nr. 2, 3). Eine Feststellung des py am Ende des Versuchs auf kolori- 
metrischem Wege war hier wegen der starken Fiarbung der Lésung 
nicht méglich. 

3. Die Bestimmung des in den ReaktionsgefiBen verbliebenen 
Zuckers erfolgte wie oben beschrieben. In den A-Proben war stets 
am Ende des Versuchs weniger Zucker nachzuweisen als in den B-Proben, 
auch hier ist der gréBere Teil des abgebauten Zuckers in Verharzungs- 
produkte iibergegangen. Der EinfluB des MB. wirkt auf die CO,-Differenz 
zwischen A und B eher ausgleichend: wir sahen in weiteren Versuchen 
einen steigernden Effekt des MB. bei Versuchen mit Glucose allein, 
einen herabsetzenden bei Versuchen mit dem Gemisch. 

Was nun den Mechanismus der Reaktion betrifft, so zeigt uns eine 
in den beiden GefaBen am Ende des Versuchs vorgenommene Bestim- 
mung des freien Ammoniaks durch Mg O- Destillation, daB einer Differenz 
im Zuckerabbau zwischen A und B von 0,5 bis 2 g (s. oben), also im 
Mittel etwa 10 % des vorhandenen Zuckers, eine Desaminierung von nur 
0,2°% des vorhandenen Glykokolls in einer A-Probe gegeniibersteht. 
Ein analoger Versuch im Eisenphosphatmilieu ergab eine Desaminierung 
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von 1% des Glykokolls sowohl mit dem Gemisch als auch fiir Glykokoll 
allein. Die Aminosaure als solche wird also in den Gemischversuchen 
offenbar nicht wesentlich angegriffen. Es bildet sich vielmehr sehr 
wahrscheinlich, wie wir auch in den vorhergehenden Arbeiten an- 
venommen, wenigstens vortibergehend eine Verbindung Zucker- 
Glykokoll, die bei pu8 leichter dem oxydativen Abbau unterliegt, 
als der Zucker allein. Vielleicht zerfallt auch diese Verbindung bald 
und der so wieder frei werdende aktivierte Zucker wird jetzt leichter 
abgebaut als die gewéhnliche Hexose. Das stets eingehaltene stéchio- 
metrische Verhdltnis 1,5: 1 zwischen den beiden Komponenten ist fiir 
den Effekt offenbar besonders giinstig. Wird (s. Versuch Nr. 11, 
Tabelle I) zu 15 g Glucose nur 0,1 oder 1 g Glykokoll zugesetzt, so ist 
jetzt die CO,-Entwicklung niedriger als die fiir Glucose allein (vgl. 
Nr. 10); die Milchséurebildung im Na-K-Phosphatpuffermilieu ist Null. 
Diese letztere sehr auffallende Erscheinung vermégen wir zur Zeit 
nicht zu erklaren. — Die Versuche werden fortgesetzt. 


Zusammenfassung. 


Es wurde das Verhalten der Kombination Zucker-Glykokoll im 
Sauerstoffstrom bei 70° mit dem der einzelnen Komponenten verglichen. 

1. Im Natriumphosphat-Kaliumphosphatpuffermilieu bei py 8 ergab 
sich in den Proben mit dem Gemisch eine deutlich starkere CO,-Ent- 
wicklung als in denen mit Glucose allein, auch sinkt in den ersteren 
Proben das py starker ab. Ein Teil der im Gemisch mehr entstandenen 
Saure ist auf erhéhte Milchsaurebildung zuriickzufiihren. Die schlieB- 
liche Herabsetzung des Zuckergehalts in den Gemischproben ist be- 
deutend starker als die in den Zuckerproben (etwa 10%). 

2. Ein Anfangs-py von 7,2 bedingt eine Verwischung eventuell 
Umkehrung der geschilderten Wirkungen; Methylenblauzusatz ist 
nicht von Belang. 

3. Im Eisenphosphatpuffer sind die erwihnten Effekte samtlich 
deutlich wahrzunehmen, besonders die Differenz in der CO,-Entwicklung 
tritt stark hervor. 

4. Von dem urspriinglich vorhandenen Zucker wird nur ein kleiner 
Teil zu CO, bzw. Milchséure abgebaut, der gréBere Anteil wird ander- 
warts verwandelt oder fallt der Verharzung anheim. 

5. Glykokoll wird als solches bei den Reaktionen nicht wesent- 
lich angegriffen (desaminiert). Fiir seine Mitwirkung bei den Um- 
setzungen scheint ein stéchiometrisches Verhaltnis 1,5: 1 zwischen 
Zucker und Glykokoll besonders giinstig zu sein. All dies deutet auf das 
Auftreten einer wenigstens voriibergehenden Verbindung zwischen den 
beiden Komponenten Zucker und Aminosaure. 


Biochemische Zeitschrift Band 292. 
































Zur Bestimmung des Atherschwefels im Serum und Harn. 
Von 
St. Lorant und A. Herzog. 
(Aus der I. medizinischen Klinik der deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 11. Juni 1937.) 


Sehr bald, nachdem man daran gegangen war, die Schwefelkérper 
des Harns zu bestimmen, war man bestrebt, die von der Harnunter- 
suchung her bekannten Schwefelkérper (Neutral-, Ather- und Sulfat- 
schwefel) auch im Blute nachzuweisen. Bei diesen Versuchen wurden 
zunachst negative Ergebnisse erhalten, bis es schlieBlich Denis (1) als 
erstem gelang, das Vorhandensein der genannten Kérper im Blute fest- 
zustellen. Da die Denissche Methode an Genauigkeit viel zu wiinschen 
iibrig lie’, muBten neue Wege gefunden werden, um die mengenmaBigen 
Schatzungen von Denis zu erharten. Hierbei bereitete die quantitative 
Erfassung der Atherschwefelsiure Schwierigkeiten. Es muB bei ihrer 
Bestimmung das enteiweiBte Blutfiltrat einer Hydrolyse mit Salzsiure 
unterworfen werden. Nun bilden aber Chloride mit Benzidin einen 
Niederschlag von Benzidinchlorid, der zur Folge hatte, daB die mit der 
Benzidinmethode erzielten Werte zu hoch ausfielen. Auch die Aceton- 
Wasserverdiinnungen hatten wegen der Verdunstung des ersteren 
einen EinfluB, den man gerne vermieden hatte. Da auBerdem die 
Bariummethode versagte, stand bisher eine sichere Bestimmungs- 
methode der Atherschwefelsiure im Blute nicht zur Verfiigung, und es 
erschien auch aus diesem Grunde der Versuch jeder weiteren spezifi- 
zierteren Bestimmung der Schwefelkérper im Blute wenig aussichtsvoll. 


"Wenn man die Benzidinmethode zu einer erfolgreichen Methode 
ausgestalten will, so mu8 versucht werden, die bei der HCl-Hydrolyse 
entstehenden Chloride unter jener Menge zu halten, die zu einem Aus- 
fallen von Benzidinchlorid fiihren wiirde. Es darf also Benzidinchlorid 
maximal nur in jener Menge entstehen, die gerade noch léslich ist. 
In der vorangehenden Mitteilung (2) konnten wir Versuche beschreiben, 
bei denen der S-Gehalt einer Lésung bestimmt wurde, die auf 100 ccm 
aqua dest. auBer 1 mg S und 10 mg P auch 500 mg Cl (letzteres in Form 
von NaCl) enthielt. Das Ergebnis der Bestimmung entsprach der 
berechneten Menge und es konnte bei der verwendeten Cl-Konzen- 
tration von einem Ausfallen von Benzidinchlorid keine Rede sein. 
Nun enthielt die untersuchte Lésung pro cem 5 mg Cl. Wie aus den 
im folgenden beschriebenen Versuchen hervorgeht, verwendeten wir 
zur Hydrolyse 0,75 ccm n/10 HCl, welche Menge nur etwa 2,7 mg C! 
enthalt. Es konnte also nach den obigen Uberlegungen erwartet werden, 
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daB die entstehende Menge Benzidinchlorid innerhalb der Léslichkeits- 
erenze liegt. Tatsaichlich zeigten uns auch unsere Versuche, daB die 
genannte Konzentration und Menge H C] zu einer vollstandigen Hydrolyse 
geniigt und zu Ergebnissen fiihrt, die wir als richtig ansehen kénnen. 


Methodik. 

Als Reagenzien dienten auBer Trichloressigsiure, Aceton, n HNO,, 
Benzidin, Pufferlésung, Reagenzlésung, Blindlésung und Testlésung — 
wie sie genau in der friiheren Mitteilung angegeben wurden — noch n/10 
HCl und n/10 NaOH, die beide aus Praparaten pro anal. bereitet werden 
mussen. 

Ausfiihrung. 5 cem Blutserum werden mit 15 cem Aqua dest. verdiinnt, 
mit 5 cem 20°, iger Trichloressigsaure versetzt und nach 15 Minuten Stehen- 
lassen filtriert. Vom Filtrat werden 3 ccm in einem 100-cem-Erlenmeyer- 
Kélbchen nach Zugabe von 0,75 ccm n/10 HCl abgewogen, sodann 15 Mi- 
nuten im kochenden .Wasserbad hydrolysiert, nach dem Abkiihlenlassen 
noch einmal gewogen und mit ,,Blindlésung** auf das urspriingliche Gewicht 
erginzt. Nun wird durch Zugabe von 0,75 cem n/10 NaOH und 4,5 eem 
, Blindlésung* die Salzsiure abgestumpft und bei der weiteren Aufarbeitung 
so vorgegangen, wie bei der Beschreibung der Sulfatbestimmung (1) an- 
gegeben wurde. Die Differenz der Sulfatbestimmung mit und ohne Saure- 
hydrolyse ergibt nun den Atherschwefel. 

Der Einfachheit halber verwendeten wir unsere Methode der Be- 
stimmung der S-Koérper auch fiir deren Erfassung im Harn. Dabei 
muBte auf die héhere Konzentration Riicksicht genommen und dem- 
entsprechend eine andere Verdiinnung gewahlt werden. Es wurde | ccm 
Harn im 50-ccm-MeBzylinder mit aqua dest. ad 50 aufgefillt, von der 
Verdiinnung 1 ccm mit Blindlésung versetzt und dann in der gleichen 
Weise wie mit Serum vorgegangen. Der Berechnung muBte beim Harn 
entsprechend der anderen Verdiinnung die Formel 5000/A = S zu- 
grundegelegt werden, wobei A wie bei der Sulfatbestimmung die Ab- 
lesungszahl und S den Schwefelgehalt in mg-°, bedeutet. 

Um festzustellen, ob die mit der beschriebenen Methode erzielten 
Ergebnisse als richtig gelten kénnen, fiihrten wir folgende Versuche aus: 
Wir unterwarfen drei verschiedene Proben von ein und demselben Serum 
einer verschiedenen Hydrolysendauer, und zwar von 10, 20 und 30 Mi- 
nuten und fanden, daB sich die Kolorimeterablesungszahl hierbei nicht 
indert. Die Hydrolysendauer von mehr als 10 Minuten hat also auf das 
Hydrolysenergebnis keinen EinfluB. Eine kiirzere Dauer als 10 Minuten 
ist nicht empfehlenswert. Des weiteren untersuchten wir den EinfluB 
der Konzentration der Salzsiure auf das Hydrolysenergebnis und 
konnten die VerlaBlichkeit der Hydrolyse bei 1 ccm n/10 HCl be- 
stitigen. SchlieBlich unterzogen wir die an normalen, gesunden Per- 
sonen im Serum erzielten Ergebnisse (s. Tabelle) einer Beurteilung und 
stellten fest, daB der Wert des anorganischen und nicht ionisierten 
Schwefels unabhangig vom Wert des hydrolysierbaren Schwefels ist, 
obwohl bei der Berechnung des organisch und anorganisch gebundenen 


7* 
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ionisierbaren Schwefels (anorg. Sulfate) der gesamte anorganisclie 
Schwefel (anorg. S plus Athersulfate) in Betracht gezogen werden mii{} 

In der folgenden Tabelle werden als Beispiel einige an Seren nor. 
maler Personen erzielte Bestimmungsergebnisse mitgeteilt. Hierbei 
nehmen wir an, da®B der ,,organisch geb. Schwefel‘‘ mit der friither als 
Neutralschwefel in der Literatur bekannten Schwefelkérpergruppe 
identisch ist. 

Tabelle. 





Organisch 
gebundener 
Schwefe! 

in mg-° 


Name, 


niente Geschlecht, 
Versuchsdatum Alter 


(in Jahren) 


|| Gesamt- Sul fat- Ather- 
schwefel schwefel schwefel 
| in mg-9/9 | in mg-%/9 in mg-%7/o 


. o, 22 3,10 5 0,89 0,69 
ais: 50 2,75 0,60 0,84 
Oy Be 2,82 3s 0,93 0,50 
is oe 2,75 E 0,82 0,58 
ee oer 2,50 25 0,43 0,82 
25 3,36 0,54 1,04 
25 3,02 ‘ 1,00 0,53 
19 . 8,01 5 1,22 0,29 
32 2,00 R 0,93 0,13 
28 3,01 0,77 0,77 


23. Il. 1937 
23. II. 1937 
26. II. 1937 
25. II. 1937 
5 1937 
26. II. 1937 
26. II. 1937 
22. II. 1987 
22. If. 1937 
8. II. 1937 


NAM SOme RO 


Zusammenfassung. 


In Erginzung zu unserer jiingst angegebenen Mikrobestimmungs- 


methode von Neutral- und Sulfatschwefel wird auch eine solche fiir 
Atherschwefel mitgeteilt. Die genannten Methoden sind auch fiir Be- 
stimmungen im Harn verwendbar. 


Literatur. 


1) W. Denis, Amer. Biol. Chem. 49, 311, 1921; Denis u. Reed, ebenda 
71, 191, 1927. — 2) St. Lorant, diese Zeitschr. 289, 425, 1937. 





Lische 
mut, 
L nor- 
ier bej 
er als 
Pup pe 


Beitrige zur Kenntnis der Aceton-Butanolgirung. 
Von 


Alexander Janke und Viktor Siedler. 


(Aus dem Institut fiir Biochemische Technologie an der Technischen 
Hochschule in Wien.) 


(Eingegangen am 19. Juni 1937.) 


Zweck der vorliegenden Untersuchungen war, einen tieferen Ein- 
blick in den Mechanismus der durch Bac. acetobutylicus (Clostridium 
acetobutylicum) bewirkten Aceton-Butanolgaérung zu gewinnen. 


I. Untersuchungsmethodik. 
A. Chemische Bestimmungsmethoden. 
1. Fliichtige Sauren. 


a) Gesamtmenge an fliichtiger Saure. Garsubstrat neutralisieren, 
Neutralprodukte (Aceton, Butanol usw.) abdestillieren, Riickstand mit 
Schwefelséure bis zur kongosauren Reaktion versetzen und die fliichtigen 
Siuren im Vakuum nach Welde! oder durch Wasserdampfdestillation 
unter Atmospharendruck abtreiben; Destillat mit Lauge titrieren. 

b) Ameisensdure. Salzlésung der fliichtigen Sauren einengen und - 
falls Probe mit Silbernitrat gréBere Mengen Ameisensaure anzeigt —- nach 
Ansaiuern mit Schwefelsiure und Zugabe von HgO eine halbe Stunde am 
RiickfluBkiihler kochen. Nochmalige Destillation der Sauren und Titration. 
Der Unterschied gegeniiber der Gesamtsaure ergibt die Ameisensaure. 

c) Verhaltnis von Essig- und Buttersaure. 

x) Destillationsmethode von Duclaux* in der Ausfiihrungsform von 
Boekhout und Ott de Vries®. 

Prinzip. Fliichtige Fettséuren in wasseriger Lésung (< 2°.) gehen 
beim Destillieren zu einem bestimmten Prozentgehalt der Sauremenge 
iiber. Ein Gemisch von zwei Saéuren verhalt sich so, als ob jede fiir sich 
allein vorhanden ware. Aus 100 cem der Probe werden unter Verwendung 
eines Fraktionierkolbens zehn Fraktionen zu je 10 cem oder fiinf Fraktionen 
zu je 20cem abdestilliert und jede dieser Fraktionen fiir sich mit Lauge 
titriert, wobei der erhaltene Titrationswert —— ausgedriickt in Prozenten 
der gesamten in der Probe vorhandenen oder der iiberdestillierten Menge 
an fliichtiger Saure —— als Kennziffer bezeichnet wird. 

Ausfiihrung. Zufolge van der Lek* sind die Kennziffern zum Teil ab- 
hingig von der Destillationsapparatur, was wir bestatigen kénnen; es 
erscheint deshalb zweckmaBig, daB jeder Untersucher unter Verwendung 
chemisch reiner Fettsauren die Kennziffern fiir die von ihm benutzte 
Apparatur selbst bestimmt. Die unsrige bestand aus einem Rundkolben von 

1 EB. Welde, diese Zeitschr. 28, 504, 1910. — ? EB. Duclaux, Ann. de 
Inst. Pasteur 1895, 265. - 3 F. W J. Boekhout u. J. J. Ott de Vries, 
Centralbl. f. Bakt., II. Abt., 46, 505, 1916. — * J. B. Van der Lek, Onder- 
zoekingen over de Butylaleoholgisting, Diss. Delft 1927. 
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200 ccm Inhalt, der mit einem unter einem Winkel von 45° geneigten Kiihler. 
rohr verbunden war, dessen beide Enden eine Biegung vertikal nach ab. 
warts aufwiesen. Aus den mit einigen Kérnchen von ausgegliihtem Bims- 
stein versetzten 110 ccm der Probefliissigkeit wurden fiinfmal je 20 ccm 
abdestilliert, wobei die Zeitdauer je 10 Minuten betrug. Zur Titration jeder 
der einzelnen Fraktionen kam n/10 Barytlauge zur Anwendung. 

Aus sechs einerseits mit n/10 Essigsiure (Merck, pro analysi), anderer. 
seits mit n/10 Buttersiure (Merck, reinst, kapron- und essigsdurefrei) aus- 
gefiihrten Destillationen ergaben sich im Mittel die nachstehenden Kenn- 
ziffern: 


Essigsiure ..... . . 12,2, 25,4, 39,9, 56,8, 78,9 
Buttersiure ...... . . 33,9, 60,4, 79,8, 92,7, 99,3 


oder in Prozenten der gesamten iiberdestillierten Sauremenge ausgedriickt: 


Essigsiure ........ 15,5, 32,2, 50,6, 72,0, 100 
Buttersiure . : .... . . 34,1, 60,8, 80,4, 93,4, 100 


Bei zwei mit verschiedenen, in ihrer Zusammensetzung bekannten 
Gemischen von n/10 Essigséiure und n/i0 Butterséure vorgenommenen 
Probedestillationen ergab sich eine weitgehende Ubereinstimmung zwischen 
den experimentell erhaltenen und den berechneten Werten. 

f) Silbersalzmethode von Orla-Jensen'. 

Prinzip. Ermittlung des Ag-Gehalts der Silbersalze des Fettsaure- 
gemisches. 

Ausfiihrung. Das durch Destillation erhaltene Gemisch fliichtiger 
Siuren mit Lauge im geringen UberschuB versetzen, die Lésung einengen, 


den Alkaliiiberschu8 durch Einleitery von CO, abstumpfen, zur Trockne 
eindampfen, die Salze im Sozxhlet-Apparat mit Alkohol extrahieren, die 
alkoholische Lésung einengen und die ausgefallenen Salze abnutschen. 
Diese in wenig Wasser lésen, im Dunkeln mit einer konz. Lésung von Silber- 
nitrat versetzen, den Niederschlag sofort absaugen, waschen und im Exsik- 
kator im Dunkeln trocknen; hierauf nach Veraschung den Silbergehalt 
bestimmen. 


2. Nichtfliichtige Saiuren und Wasserstoffexponent. 


‘ Der bei der Destillation der fliichtigen Sauren iibrigbleibende Riick- 
stand wurde fallweise einer Extraktion mit Ather unterzogen. Da beim 
Abdampfen der atherischen Lésung nur Spuren zuriickbleiben, muBte von 
einer naheren Untersuchung Abstand genommen werden. 

Die Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration erfolgte elektro- 
metrisch unter Verwendung der Chinhydronelektrode. 


3. Fliichtige Neutralprodukte. 


Zur Ermittlung dieser, namlich Aceton, Butanol, Athylalkohol, Acet- 
aldehyd und Acetaldol, diente das Destillat von der mit Kreide neutralisierten 
Garfliissigkeit. In einigen Fallen war eine Anreicherung der Neutral- 
produkte durch wiederholte Destillation nétig. 

a) Aceton. Die Methode von Messinger liefert zufolge Goodwin’ 
verlaBliche Ergebnisse. Da aber die Alkohole auch etwas Jod verbrauchen, 

1 §. Orla-Jensen, Landw. Jahrb. d. Schweiz 1904, S. 319. — 2? L. F. 
Goodwin, J. Amer. Chem. Soc. 42, 39, 1920. 
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empfahl Donker’ eine Abtrennung des Acetons von jenen, vor allem von 
Butanol, durch langsame Destillation unter Zusatz von Methanol; diese 
Arbeitsweise kam auch in unseren Versuchen zur Anwendung. 

Ausfiihrung. 5 ccm der Probe (mit’ max. 200 mg Aceton) mit 30 cem 
reinem Methanol versetzen und aus einer Normalschliffapparatur mit 
Claisen-Aufsatz und anschlieBendem Kiihler mit engem Rohr innerhalb 
| Stunde 10cem abdestillieren und diese in einem 50-cem-MeBkélbchen 
unter 40 cem dest. Wasser auffangen. K6lbcheninhalt in 500-cem-Flasche 
mit Schliffstopfen entleeren unter Nachspiilen, dann Zusatz von 25 cem 
n Natronlauge und —— unter kraftigem Schiitteln — von 25 cem n/10 Jod- 
jésung innerhalb 1 Minute. Nach 4 Minuten langem Stehen 25 ccm einer 
1,02 n H,SO, zugeben und das iiberschiissige Jod mit n/10 Na,S,O, unter 
Verwendung von Starke als Indikator zuriicktitrieren. 

Bei den Versuchen iiber die Vergirung von Acetaldehyd wurde die 
Trennung des Acetons von diesem und von den Alkoholen nach Hépner? 
in der Weise durchgefiihrt, daB nach Aboxydation der letztgenannten Ver- 
bindungen mittels 2n K,Cr,O, in schwefelsaurer Lésung und Reduktion 
des iiberschiissigen Bichromats mit Eisenvitriol das Abdestillieren des 
Acetons erfolgte. Die Bestimmung des letzteren fand jedoch nicht nach 
Hépner, sondern auf jodometrischem Wege statt. Da Versuche mit kiinst- 
lichen Gemischen von Aceton, Butanol und Acetaldehyd fiir das Aceton 
einen um 3,9° zu niedrigen Wert lieferten, erhielten die Resultate einen 
Zuschlag in der gleichen Héhe. 

b) Butanol. Die Bestimmung erfolgte nach Donker! durch vorsichtige 
Oxydation zu Buttersiure, Ausschiitteln derselben mit Benzol und Titration 
der erhaltenen Lésung mit alkoholischer Kalilauge. 

. Ausfiihrung. 30cem Destillat der Neutralprodukte mit einer Lésung 
von 10 g K,Cr,O, in 20 cem 50 °,iger Schwefelsaure in einem gut schlieBenden 
MeBkolben von 100 cem Inhalt 1 Stunde lang in einem Wasserbad von 50° 
erhitzen. Nach Abkiihlen und Auffiillen auf 100 cem viermal mit je 60 cem 
Benzol ausschiitteln und das vereinigte Benzol durch ein mit diesem ge- 
tranktes Filter filtrieren; nach Zusatz der Halfte des Volumens an Alkohol 
Titration mit alkoholischer Kalilauge unter Verwendung von Phenol- 
phthalein als Indikator. Die gefundenen Werte sind um 10°, zu erhdéhen. 

ce) Athylalkohol. Die Ermittlung in dem Gemisch der fliichtigen 
Neutralprodukte erfolgte durch Oxydation mit Bichromat nach Janke und 
Kropacsy*® unter Abzug der auf die Oxydation von Aldehyd und Butanol 
entfallenden Menge an Bichromat, wobei fiir den Butanolblindwert eine 
Korrektur angebracht werden muBte. Da bei den Aldehydversuchen aber 
nur wenig Butanol entstand, wirkt sich diese Ungenauigkeit nicht weiter aus. 

‘d) Acetaldehyd. Zum Nachweis der Aldehydgruppe dienten die 
Reaktionen mit Piperidin und Nitroprussidnatrium (Rimini*), mit alka- 
lischer Sublimatlésung (Auld und Hantsch *) und mit salzsaurem m-Phenylen- 
diamin (Windisch®). 


1 H.J.L. Donker, Bijdrage tot de Kennis der Boterzuur-, Butyl- 
alcohol- en Acetongistingen. Diss. Delft 1926. — * K. Hépner, Zeitschr. 
f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBm. 34, 453, 1917. — *% A. Janke u. 
St. Kropacsy, diese Zeitschr. 278, 30—36, 1935. — * E. Rimini, Zeitschr. 
f. analyt. Chem. 48, 517, 1904. — 5 S. M. Auld u. A. Hantsch, Ber. d. 
Deutsch. chem. Ges. 38, 3684, 1905. — ® C. Windisch, Zeitschr. f. analyt. 
Chem. 27, 514, 1888. 
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Bestimmung des Acetaldehyds zum Teil nach Hépner! durch Uber- 
fiihrung mittels salzsaurem Hydroxylamin in das Ketoxim und Titrierung 
der frei werdenden Salzsiure, zum Teil nach dem Bisulfitverfahren unter 
Zerlegung der aldehyd-schwefligen Saéure durch Natriumbicarbonat wid 
jodometrischer Ermittlung der schwefligen Saure (vgl. Janke und Kyro- 
pacsy *). 

e) Acetaldol. Die Methode nach Hépner (1. c.) mit salzsaurem Hydr- 
oxylamin lieferte in Blindversuchen 94 bis 97°, des eingewogenen, frisch 
destillierten Aldols. Die oxydimetrische Methode und das Bisulfitverfahren 
ergaben keine brauchbaren Resultate. 

Zur Unterscheidung des Acetaldols vom Acetaldehyd diente die Liebensche 
Jodoformprobe; wahrend Aldehydlésungen stets in kiirzester Zeit nach 
Zusatz von Jod und Lauge Jodoformbildung zeigen, tritt eine soleche bei 
Acetaldol und bei sehr verdiinnten Athylalkohollésungen erst nach mehr- 
stiindigem Stehen ein. 

Zur Bestimmung des. Athylalkohols neben Acetaldol wurde eine Methode 
ausgearbeitet, die auf der Oxydation des Aldols mittels Silberoxyd zu 
}-Oxybuttersiure und Abtrennung des Alkohols von letzterer durch Va- 
kuumdestillation beruht. 

Ausftihrung. Gemisch von Aldol und Alkohol mit frisch gefalltem Silber- 
oxyd im Uberschu8 versetzen und bei Zimmertemperatur 72 bis 120 Stunden 
stehenlassen. Hierauf das geléste Silber mit Na,CO, ausfallen und den 
Niederschlag nach Filtration mit Na,CO,-haltigem Wasser alkoholfrei aus- 
waschen. Aus dem Filtrat den Alkohol im Vakuum bei 30 bis 33° ab- 
destillieren, in eisgekiihlten Vorlagen auffangen und oxydimetrisch be 
stimmen. 


4. Acetylmethylcearbinol und 2,3-Butylenglykol. 


Der qualitative Nachweis beider erfolgte iiber das Diacety] und dessen 
Erkennung als rotes Nickeldimethylglyoxim. 


5. Kohlenhydrate. 


Die in den Maischen enthaltenen Mono- und Disaccharide wurden 
nach der Kleingiarmethode von Kluyver und van /terson*® bestimmt. 
War nur eine geringe Menge an Zuckern zu erwarten, so erfuhr die Probe 
eine Zumischung von Glucose-Hefewasser, dessen Blindwert in einem 
Parallelversuch ermittelt werden muBte. 


B. Ziichtung der Mikroorganismen. 


Zur Ausfiihrung der im nachstehenden mitgeteilten Versuche diente 
eine aus dem Lister-Institut* in London bezogene Sandkultur von 
Weizmanns Bac. acetobutylicus (syn. Clostridium acetobutylicum). Aus 
dieser Sandkultur wurde in filtrierte Maismaische von 3,6° Bllg. ab- 
geimpft und diese dann unter anaeroben Bedingungen bei 37° gehalten. 


! K. Hépner, Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBm. 34, 453, 1927. 
— * A. Janke u. St. Kropacsy, diese Zeitschr. 278, 30—36, 1935. — * A.J. 
Kluyver, Biochem. Suikerbepalingen, Leiden 1924. — * Dem Lister-Institut 
in London danken wir fiir die Uberlassung der Sandkultur herzlichst. 
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Die Weiterziichtung erfolgte im gleichen Nahrboden, aber unter Zusatz 
yon Kreide, wodurch es méglich war, die Organismen auch ohne allzu 
haufige Uberimpfung in garkraftigem Zustand zu erhalten. 


Zur Herstellung anaerober Verhiltnisse kamen die KulturgefaBe 
(Stehkolben, Erlenmeyer-Kolben oder Wiirzeflischchen) in eine auf eine 
Glasplatte aufgeschliffene Glasglocke, deren Abdichtung mit einem 
Gemisch von Carnaubawachs und Lanolin erfolgte. Durch einen seit- 
lichen Tubus wurde die Glocke zunaichst evakuiert und dann aus einem 
Gasometer Stickstoff eingeleitet, aus dem der Sauerstoff durch alkalische 
Pyrogallollésung entfernt worden war. Die Befreiung von den letzten 
Sauerstoffspuren erfolgte innerhalb der Glocke und zwar derart, da 
ein Réhrchen mit festem Pyrogallol, das sich in einer kleinen Schale mit 
konz. Kalilauge in labiler Lage befand, durch leichtes Schiitteln der 
Glocke zum Umkippen gebracht wurde, so daB es seinen Inhalt in die 
Lauge entleerte. Auf das durch den seitlichen Tubus fiihrende und mit 
einem Hahn absperrbare Glasrohr wurde schlieBlich ein Quecksilber- 
verschluB aufgesetzt und der Hahn gedéffnet. 

Die in der obenerwahnten Maismaische geziichteten Bazillen zeigten 
folgende GréBenabmessungen!: 

Vegetat. Stabchen: ly, = 3,62 + 0,059 pu; = + 1,001 np; Mo = 3,139 up 

0,776 {3 Mo 4,755 va 

0,487 Ws Mo = 1,586 uw 


Sporangien : ls = 5,18 + 0,141 p; 
Sporen: l», = 1,64 + 0,086 pu; 


o 
brio = 0,55 + 0,001 up; 6 = + 0,021 nu; Mo = 0,537 u 
oO 
oO 


In Lackmusmilch trat Koagulierung infolge Saurebildung und Reduk- 
tion des Farbstoffs ein. 


II. Zum Girungsschema der Aceton-Butanolgirung. 
A. Allgemeines. 


DaB der Weg der Butterséiure- bzw. Butanolgarung tiber den 
Acetaldehyd geht, hatte bereits Fitz? vermutet, wahrscheinlich gemacht 
wurde dies aber erst durch Newberg und Arinstein®, denen die Abfangung 
dieses Aldehyds als Sulfitverbindung bei der Vergarung von Zucker 
durch Bac. butylicus Fitz in Gegenwart von Dinatriumsulfit gelang; 
hierbei entstanden tiberhaupt keine Butanabkémmlinge, wohl aber die 
Dismutationsprodukte des Acetaldehyds, Athylalkohol und Essigsaure. 
Die beiden letztgenannten Forscher hielten eine Aldolisierung auf der 


1 Es bedeuten ljo9 bzw. brzo9 die Mittelwerte fiir Lange und Breite der 
Stibchen, gemessen an 300 Zellen, samt mittlerer Abweichung, o die Stan- 
dardabweichung und Mo die Mode; beziiglich der Berechnung dieser Werte 
vgl. A. Janke (unter Mitwirkung von H. Holzer), Centralbl. f. Bakt. II, 
74, 26, 1928. — 2? Fitz, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 9, 1348, 1876; 11, 
42, 1878; 18, 1309, 1880. ——- 3 C. Neuberg u. B. Arinstein, diese Zeitschr. 
117, 270, 1921. 
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Aldehydstufe — wie eine solche bereits Buchner und Meisenheimer' ay. 
genommen hatten — fiir unwahrscheinlich, da der von ihnen verwendete 
Bac. butylicus weder Acetaldehyd noch Acetaldol angriff. Wohl aber 
erhielten sie mit diesem Organismus aus dem Ca-Salz der Brenztrauben. 
siure neben Ameisen- und Essigséure Spuren von Buttersdure und gr. 
Bere Mengen von letzterer aus dem Ca-Salz des Brenztraubensaurealdols, 
der «-Keto-y-valeroacton-y-carbonsdure, weshalb sie eine Aldolisierung 
auf der Stufe der Brenztraubenséure gemaB den folgenden Forme. 
bildern annahmen: 





COOH COOH COOH 
C:0 C:0 C:0 
CH, Catbetigney... CH, Carboxylase CH, 
C:0.COOH C(OH).COOH CH(OH) +0, 
CH, CH, CH, 

C:0 

c:0 |. COOH +CO, 

—> oe, ‘ +H:0., On, 
a CH, 
CH, CH, 


Donker? hat durch eingehende Bilanzversuche folgende Tatsachen 
ermittelt : 


1. Die bei der Aceton-Butanolgirung gebildete Kohlensaéure betragt — in 
Molen ausgedriickt — ungefahr das Doppelte des vergorenen Zuckers, 


wie dies ja auch bei der alkoholischen Garung der Fall ist. Donker schlol 
daraus, daB der Abbau in der ersten Phase so wie bei der alkoholischen 
Garung zu zwei C,-Kérpern fiihrt, die dann in CO,- und C,-K6rper zer- 
fallen. , 


to- 


. Die Kohlenséure ist immer von einem zumindest gleichen Volumen 
Wasserstoff begleitet. Daher die Annahme einer Entstehung von Methy!- 
glyoxalhydrat und des Zerfalls entweder in 
a) Acetaldehyd und Ameisensaure und dieser wiederum in H, und C O, oder 
b) Brenztraubenséiure und Wasserstoff und ersterer wiederum weiter 

in Acetaldehyd und CO, (vgl. Kluyver®). 


3. Falls der Wasserstoff gegeniiber der Kohlensaure im UberschuB entsteht. 
entspricht dieser UberschuB der Menge gebildeter Essigsaure : 


CH,-CCOH —> CH,.COOH +H, 
H 


' Ed. Buchner u. J. Meisenheimer, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 41, 
1410, 1908. — * H. J. L. Donker, Bijdrage tot de Kennis der Boterzuur., 
Butylalcohol- en Acetongistingen. Diss. Delft 1926. — * A.J. Kluyver, 
Ergebn. d. Enzymforsch. 4, 1935. 








: 
Wyni 
Kobel 
Magn 
hydre 
das 4 
lich § 

] 
durek 
jenen 
Hick 
Decal 
ils al 
John 


| 
Buty 
Butte 
Kulta 
Butte 


J 
heime 


aldeh 
CH;. 


\ 
mit J 
Umsa 
annal 
iiber | 
Wirk 
eine 


1 
ae ie 
ma Bs 
Bioch 
Fred, 
de Ke 
1926. 
41, 1-¢ 





r* an. 
endete 


1 aber 
1u ben. 
d gro. 
ald ls. 
ierung 
ormel- 


+ C0, 


achen 


— in 
ckers, 
schloB 
ischen 
r zer- 


lumen 
ethy!- 


), oder 


weiter 


steht, 


3. 41, 
nuul'-, 
syver, 





Beitrage zur Kenntnis der Aceton-Butanolgarung. 107 


Der erwahnte C,-Ko6rper ist offenbar Methylglyoxal, da Pett und 
lynne? diesen Ketonaldehyd nach der Methode von Newberg und 
Kobel? durch Einwirkung getrockneter Zellen von Cl. acetobutylicum auf 
Magnesiumhexosediphosphat erhielten und als Bis-2, 4-dinitrophenyl- 
hydrazon identifizierten ; die Versuche von Pett und Wynne! haben auch 
das Auftreten der Brenztraubensaure als Zwischenprodukt wahrschein- 
lich gemacht. 

Die Bildung von Aceton erfolgt offenbar iiber die Acetessigsdure, da 
durch Zusatz dieser Saéure zu den garenden Ansétzen ebenso wie durch 
jienen von Essigsiure die Acetonausbeute gesteigert wird (Reilly, 
Hickinbottom, Henley und Thaysen*) und ferner der Nachweis der 
Decarboxylierung der Acetessigsiure zu Aceton sowohl durch wachsende 
ils auch durch ruhende Kulturen von Cl. acetobutylicum gelungen ist 
Johnson, Peterson und Fred 4). 

Weniger einheitlich ist die Auffassung betreffs der Bildung des 
Butylalkohols. Wohl ist dessen Entstehung durch Hydrierung der 
Butterséure sehr wahrscheinlich, da ein Zusatz dieser Saure zu girenden 
Kulturen die Ausbeute an Butanol steigert, aber iiber die Bildung der 
Buttersdiure selbst sind die Meinungen geteilt. 


Donker ® laéBt die Buttersdure in Anlehnung an Buchner und Meisen- 
heimer ® durch Kondensation des Acetaldehyds iiber Acetaldol und Croton- 
aldehyd gemaB nachfolgendem Formelbild entstehen: 


CH,.CHO+ H,C.CHO 
— CH,.CHOH.CH,.CHO 


Acetaldol 
v 
CH,;.CH:CH.CH(OH), —» CH,;.CH,.CH,.COOH 
Crotonaldehyd Buttersaure 


Wie bereits oben erwahnt wurde, erzielten Neuberg und Arinstein 
mit Bac. butylicus weder bei Acetaldehyd noch bei Acetaldol einen 
Umsatz, weshalb sie eine Kondensation auf der Brenztraubensaurestufe 
annahmen. Auch Johnson, Peterson und Fred* betrachten den Weg 
iiber die Aldolkondensation fiir nicht bewiesen, zumal sie eine toxische 
Wirkung von Aldol auf die Butanolbakterien beobachteten; sie ziehen 
eine Hydrierung der Acetessigsiure zu Buttersiure in Erwagung. 


1D, B. Pett, u. A. M. Wynne, J. of biol. Chem. 97, 177, 1932. — 
> C. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 208, 463, 1928; 210, 466, 1929. 
— 3 J. Reilly, W. J. Hickinbottom, F. R. Henley u. A. Ch. Thaysen, 
Biochem. J. 14, 229, 1920. — 4 M. J. Johnson, W. H. Peterson u. E. B. 
Fred, J. of biol. Chem. 101, 145, 1933. — 5 H. J. L. Donker, Bijdrage tot 
de Kennis der Boterzuur-, Butylalcohol- en Acetongistingen. Diss. Delft 
1926. — ® Ed. Buchner u. J. Meisenheimer, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 
41, 1410, 1908. 
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Die durch Schoen! vertretene Ansicht, daB Butanol und Aceton einer 
gemeinsamen Reaktion, namlich einer doppelten Dismutation yon 
Acetaldol entstammen, ist schon durch Kluyver? aus iiberzeugenden 
Griinden abgelehnt worden. 

Um die noch bestehenden Unstimmigkeiten einer Klarung zuzu. 
fiihren, schien es geboten, die Einwirkung der Butanolbakterien uj 
Acetaldehyd und Aldol eingehender zu studieren. 


B. Versuche mit Acetaldehyd. 
Diese erfolgten einerseits unter Verwendung wachsender und giren.- 
der Kulturen des Bac. acetobutylicus, andererseits mit gepufferten 
Suspensionen der gewaschenen Bazillen. 


1]. Zusatz des Acetaldehyds zur garenden Zuckerlésung. 


In 10°, igem nicht neutralisiertem Hefewasser wurde eine bestimmte 
Menge Glucose gelést, die Lésung in Stehkolben mit hydraulischem Gar. 
verschluB8 abgefiillt und fraktioniert sterilisiert. Nach Beimpfung erfolgte 
die Verdringung der Luft durch Einleiten von Stickstoff und Bebriitung 
bei 37°. Nach Eintritt einer kraftigen Garung, was zumeist innerhal! 
24 Stunden der Fall war, fiigten wir eine 2,5°,ige Lésung von Acetaldehyi 
in drei Partien innerhalb 12 Stunden unter Verwendung eines Tropftrichters 
bei steriler Arbeitsweise hinzu; sobald die Gasentwicklung aufhérte, wurde 





Tabelle I. Aldehydversuche mit girenden Kulturen. 





1. Versuch 2. Versuch 





Ansatz 10g Glucose | in 400 (bzw. 450) cem | 12g Glucose in 300 (bzw. 350) cem 
4g Kreide | Hefewasser Hefewasser 


mit abgeschleuderten und ge- 


Beimpfung ... . mit je 10 ccm girender Maismaische wanchenan Multebion 


A B A B 
Zusatz nach 20 Std. 50eem Aldehyd- 50eem Aldehyd- 
lésung (21/ 9/9) lésung (2!/» ° 
in 3 Teilen in 3 Teilen 
binnen 24 Std. 


Versuchsdauer . . 7 7 Tage 


Rest-Glucose . 5,92 g 0 9,97. g 
, Sa 0,011 g 0,919 g 0,061 g 
Butanol .... 0,859 g 0,241 g 1,583 g 0,285 g 
Sauregrad*® .. — -- 2,11 3,67 
Flicht. Siuren 

i. com n Lauge 34,34 ecm 14,61 cem 8,67 cem 12,34 cem 
Duclaux- | 23,8; 44,7; 22,2; 41,8; 21,8; 41,1; 28,3; 49,9; 

Kennziffern | 63,3; 80,8; 100 60,2; 78,6; 100 59,6; 78,3; 100.68,6; 84,2; 10! 
Ameisenséure . Og 0,202 g Og Spur 

* Sduregrad = Anzahl cem n-Natronlauge auf 100ccm Girfliissigkeit (gegen neutrales 

Lackmus). 


1 M.Schoen, Ann. Brass. et Distill. 25, 321, 1927; 29, 353, 1931. 
2 A. J. Kluyver, Ergebn. d. Enzymforsch. 4, 1935. 
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der Versuch abgebrochen und an die Untersuchung geschritten. Zur Er- 
mittlung der verdunsteten Aldehydmenge diente ein Parallelversuch unter 
den genau gleichen Bedingungen, jedoch ohne Mikroorganismen; es ergab 
sich ein Verlust von 8,6°, der zugesetzten Aldehydmenge, welcher Betrag 
bei den einzelnen Analysen jeweils in Abzug kam. 

Beim zweiten Versuch wurde auch qualitativ auf Acetylmethylearbinol 
und 2, 3-Butylenglykol gepriift, und zwar auf ersteres mit positivem, auf 
letzteres mit negativem Ergebnis. 


Tabelle Il. Aldehydbilanzen. 





1. Versuch 2. Versuch 


a) Zugesetzte Menge Aldehyd .. . 1470 ¢ 1,493 g 
b) Restmenge an Aldehyd 1,343 g 0,814 

c) Aldehyd verschwunden 0,447 g 0,679 

d) Verdunstet [8,69 von a)]... | 0,137 ¢ 0,128 g 

e) Aldehydverbrauch 0,310 g 19,48 % | 0,551g = 36,9% 


Schon das auBere Garungsbild lieB erkennen, dab der zugesetzte 
Acetaldehyd, der bei den beiden Versuchen in einer Konzentration von 
héchstens 0,35 bzw. 0,43°, vorhanden war, auf die Bazillen garungs- 
hemmend wirkte; denn die eine kraftige Garung anzeigende Schaum- 
decke verschwand sehr bald nach Zusatz der ersten Teilmenge des 
Aldehyds. Auch die Restzuckerbestimmung zeigte, daB im 1. Versuch 
nur 40 % der zugesetzten Glucose, im zweiten sogar bloB 17% vergoren 
wurden. Eine Abtétung der Bazillen fand jedoch nicht statt, da nach 
Kinimpfung derselben (nach 7tagiger Versuchsdauer) in Maiswiirze 
binnen 24 Stunden kraftige Garung einsetzte. Auf jeden Fall konnte 
durch diese Versuche eine Verarbeitung des Acetaldehyds durch die 
Butanolbazillen sichergestellt werden. Uber den Einflu8 des Aldehyd- 
zusatzes auf das Verhaltnis der Neutralprodukte gibt die Tabelle IIL 
AufschluB. 

Tabelle II. Verhaltnis der Neutralprodukte. 





Ansatz Aceton : Butylalkohol 


sf 


Ohne Kreide und ohne Aldehyd hs 
Mit js * ” Ls 
Ohne mit 1: 4, 
Mit ” Ll: 22,0 


Die festgestellte Verschiebung des Verhdltnisses der Neutral produkt 
cugunsten des Butylalkohols \aBt sich mit der Donkerschen Vorstellung 
iiber die Entstehung von Aceton und Butanol in Einklang bringen. 
Diesem Forscher zufolge ist nimlich die Konzentration an nicht disso- 
ziierter Essig- bzw. Buttersiure maBgebend; dieselbe muB einen be- 
stimmten Schwellenwert, die sogenannte ,,kritische Konzentration™, 
erreichen, damit die Bildung von Aceton bzw. Butanol einsetzen kann. 
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Steigt jedoch die Konzentration der nicht dissoziierten Form der beiden 
genannten Sauren weiter, so macht sich eine girungshemmende Wirkung 
bemerkbar, die bis zum Bakterientod fiihren kann. Da nun aus dem 
Acetaldehyd iiber das Aldol Buttersadure entsteht und diese weniger stark 
dissoziiert ist als Essigsiure, so wird die kritische Konzentration an erst. 
genannter Saure bereits zu einem Zeitpunkt erreicht sein, in dem die 
Aldehydkonzentration noch nicht hemmend auf die Garung wirkt, 
wahrend dies aber zu jenem spiateren Zeitpunkt der Fall sein wird, in 
dem die kritische Konzentration der Essigséure eine Acetonbildung 
ermoglicht. Durch die Zugabe der Kreide muB eine Verschiebung des 
Neutralproduktenverhaltnisses im gleichen Sinne eintreten, da bei teil- 
weiser Entstehung der weitgehend dissoziierten Calciumsalze die starkere 
Essigsaure mehr an diesen bilden wird, wahrend die schwachere Butter. 
siure in relativ héherem Mabe in der undissoziierten Form erscheint. 
So ist auch die besonders starke Begiinstigung der Butylalkoholbildung 
durch Zusatz von Aldehyd und Kreide zu verstehen. 


Die aus den in Tabelle I enthaltenen Duclauz-Kennziffern zu er- 
sehende Tatsache, dafB in den Ansaétzen IA, IB und ITA ungefahr das 
gleiche Verhaltnis zwischen Essig- und Butterséure entstand, wahrend 
im Ansatz ITB der Buttersaiureanteil gréBer war, laBt sich durch den 
Umstand erklaren, daB im Versuch II eine wesentlich gréBere Zellenzah| 
an Butanolbazillen fiir die Garung zur Verfiigung stand als im Versuch [, 


so daB im Zeitpunkte eintretender Garungshemmung durch die steigende 
Aldehydkonzentration bereits relativ mehr Buttersaure gebildet war. 


2. Einwirkung gewaschener Bakteriensuspensionen auf 

gepufferte Acetaldehydlésungen. 

Um zu entscheiden, ob die Verinderungen des Acetaldehyds durch 
Butanolbakterien, iiber die im vorstehenden berichtet wurde, mit dem 
Wachstum dieser Mikroorganismen im Zusammenhang stehen oder aber 
rein enzymatischer Art sind, kamen auch Versuche mit gewaschenen 
Bakteriensuspensionen zur Ausfiihrung, die auf den Acetaldehyd in 
Phosphatpufferlésung von pu = 6 ohne Zugabe einer Nahrlésung ein- 
wirken gelassen wurden. Die Ergebnisse waren wesentlich andere als in 
den Versuchen mit wachsenden Kulturen. 

100 cem einer lebhaft garenden Kultur der Aceton-Butanolbazillen 
in Maiswiirze wurden jeweils in 1 Liter des gleichen Nahrbodens eingebracht 
und die herangewachsenen Organismen im garkraftigsten Zustande ab- 
zentrifugiert, dreimal mit sterilem Leitungswasser gewaschen und in 50 ccm 
einer Phosphatpufferldsung vom py 6 suspendiert. Als Versuchsgefil} 
diente ein mit Tropftrichter und hydraulischem GarverschluB versehener 
Rundkolben von 200 ccm Inhalt; nach Evakuierung und Einleiten von 
Stickstoff erfolgte durch den Tropftrichter die Zugabe der halben Menge 
des jeweils zum Versuch verwendeten Acetaldehyds. Nach zwélfstiindigem 
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Aufenthalt im Thermostaten bei 37° wurde die zweite Halfte des Aldehyds 
eingebracht und der Kolben weitere 60 Stunden in den Thermostaten 
yestellt. Nach Beendigung des Versuchs muSten zunichst die Bakterien 
durch Einimpfen einer geringen Menge der Suspension in sterile, mit Kreide 
yersetzte Maiswiirze auf noch vorhandene Vermehrungsfahigkeit gepriift 
werden, worauf die Aufarbeitung des Ansatzes erfolgte. 

Wahrend in zwei orientierenden Vorversuchen lediglich die Menge 
der entstandenen Sauren und Neutralprodukte ermittelt wurde, haben 
wir in den beiden Hauptversuchen angestrebt, eine geschlossene Bilanz 
der chemischen Umsetzungen aufzustellen; tiber die Ergebnisse dieser 
beiden Hauptversuche gibt die Tabelle [V AufschluB. Acetylmethyl- 
carbinol und 2, 3-Butylenglykol waren in allen Fallen nicht nachzu- 
weisen ; fiir das in geringer Menge auftretende Gas konnte wahrscheinlich 
vemacht werden, daB es ausschlieBlich aus Wasserstoff bestand. Bei den 
nach Beendigung der. Versuche vorgenommenen Einimpfungen eines 
Teiles der Suspension in sterile Maiswiirze (-+- Kreide) trat weder Wachs- 
tum noch Garung ein; die Aceton-Butanolbazillen waren demnach 





Tabelle IV. Aldehydversuche mit Bakteriensuspensionen. 


Versuch I Versuch II 


0,228 g 


Acetaldehyd: Zusatz 


daher: Umsatz 
pg zu Versuchsbeginn 
Pq zu Versuchsende 


Athanol 
Flichtige Sauren 
Ameisenséure 
Essigsaure 
Butterséure 
Nicht fliichtige Sauren 
Umgesetzte Menge an Acetaldehyd aus 
den Reaktionsprodukten berechnet 
Nicht umgesetzter Aldehyd 
Gesamtmenge an Acetaldehyd... . 
In % der Ausgangsmenge 
Molverhaltnis Saure: Alkohol 
Buttersaure : Butanol 
Essigsdure : Athanol 
Essigsiure : Athanol (korr.) 


0,116 g 

0112 ¢ = 491% 
6,00 

4,80 


Als Acet- 

aldehyd 
Spuren _ 
98mg 11,9mg 
OFS a | ORR se 
11,44 ccm -- 
Spuren 
59,8 mg 
LOA ss 
Spuren 


43,8 mg 
13,0 ” 


121,8 mg 
116,0 ,, 
2378 ,, 


104,3 %* 


1:0,9 
1:1,26 
1:1,06* 


0,228 g 
0,096 g 
0,132, = 57,7% 
6,05 
5,38 
Als Acet- 
aldehyd 
Spuren 
3,7 mg 4,0 mg 
88,3 ,, 84,4 ,, 
15,01 cem a 
Spuren - 
85,7 mg 62,8 mg 
Ge 3h 63 , 


157,5 mg 
96:0 ,; 
253,65 ,, 
111,3 %* 


1:0,7 
1:1,34 
1:0,95* 


* Die zu hohen Werte fiir die Menge des aus den Umsetzungsprodukten zuriickge- 
rechneten Acetaldehyds sind offenbar auf die oxydimetrische Alkoholbestimmung zuriickzu- 
fihren, bei der wahrscheinlich aus dem Innern der Bakterienzellen stammende Substanzen 
mitbestimmt wurden. Unter Beriicksichtigung dieser Fehlerquelle erhilt man das korrigierte 
Essigséure-Athanolverhiltnis. 
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durch den Acetaldehyd — zumindest in der vegetativen Form — ab. 
getétet worden. Nichtsdestoweniger war — wie aus Tabelle IV hervor. 
geht mehr als die Halfte des zugesetzten Aldehyds durch die (pr. 


ganismen bzw. durch deren Enzymsystem umgesetzt worden.  \ or. 
wiegend entstand Athylalkohol und Essigsiure neben geringen Menge 
an Butanol und Butterséure; Aceton war jedoch auffallenderweise nu 
in Spuren nachweisbar. 


Das aus den korrigierten Werten sich berechnende Essigsiiure. 
Athanolverhaltnis kénnte auf eine Dismutation des Acetaldehyds 
schlieBen lassen, waihrend die schwach saure Reaktion eher fiir eine 
Oxydoreduktion spricht. Auf jeden Fall ist der Ausfall dieser Versuche 
nicht vereinbar mit der Annahme einer gekoppelten Entstehung von 
Aceton und Butanol, la8t vielmehr den SchluB zu, daB die Bildung des 
Acetons im Gegensatz zu jener des Butylaldehyds an die Gegenwart 
sich vermehrender oder zumindest Kohlenhydrate vergarender Stabchen- 
formen gebunden ist. 


C. Versuche mit Acetaldol. 


Dieser Versuch kam nur mit gewaschenen Bakteriensuspensionen 
in Phosphatpuffer zur Ausfiihrung. 


Arbeitsweise. Die nach dem kontinuierlichen Garverfahren in 6500 cen 
Maiswiirze von 5,1° Blig. herangeziichteten Aceton-Butanolbazillen wurden 
im Zustand lebhafter Gaérung auf einer Sharples Superzentrifuge bei sterile: 
Arbeitsweise abgeschleudert, die Stabchen viermal mit sterilem Leitungs 
wasser ausgewaschen und in 1030 cem Phosphatpuffer vom py = 6,3, det 
1,0995 g frisch destilliertes Acetaldol enthielt, suspendiert; das Gargefil 
erhielt nach Evakuierung und Einleiten von N einen hydraulischen Gai 
verschluB und kam in den Brutschrank von 20°C. Die Priifung auf den 
Umsatz an Acetaldol bzw. Acetaldehyd erfolgte mittels Piperidin und Nitro- 
prussidnatrium. Nachdem bei dieser Reaktiofi keine Intensitaétsabnahn« 
der Blaufarbung mehr wahrnehmbar war, wurde der Versuch nach 24 Tagen 
abgebrochen. Das aus 1012 cem Garsubstrat nach Zusatz eines geringen 
Uberschusses an CaCO, und einiger Tropfen fliissigen Paraffins erhalten 
Destillat, das alle fliichtigen Neutralprodukte enthielt und neutral reagierte, 
erfuhr eine nochmalige Destillation im Vakuum von 13 bis 16mm be 
40 bis 45°, wobei 450 ccm in einer eisgekiihlten Vorlage aufgefangen und in 
einem MeBkolben mit dest. Wasser auf 500 cem aufgefiillt wurden. Das 
Eindampfen des Destillationsriickstandes im Faust-Heimschen Apparat 
lieferte bloB Spuren eines festen gelblichen Kérpers, der — in Wasser 
gelést —— keine Aldehydreaktion zeigte. Die Aufarbeitung des Riickstances 
von der ersten Destillation auf /-Butylenglykol nach Neuberg und Kerb’ 
lieferte nicht diese Substanz, sondern eine farblose élige, in Wasser leicht 
lésliche, in Ather hingegen fast unlésliche Fliissigkeit, die im Gegensatz zum 
$-Butylenglykol mit Bromwasser keine Aldehydreaktion ergab und offenba: 
aus dem Aldol durch Polymerisation entstanden war. 


1 C. Neuberg u. E. Kerb, diese Zeitschr. 92, 96, 1918. 
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Tabelle V. Aldolversuche mit Bakteriensuspensionen. 





Acetaldol: Zusatz Als Aldol gerechnet 


—_ — (bzw. ) in J des 
Py tu Yoraucnsocgmn ’ in mg Aldol zugesetzten 
py 20 Versuchsende . 5 Aldols 


Flichtige Séuren . +. | 9,83 cem n/10 Lauge 

Ameisensaure Spuren 

Essigsfure . . ‘A 53,3 mg 39,1 3,6 
Buttersaure 8.5 ,, 8,5 0.8 
Athylalkohol ........ 82,8 79,5 7,2 
Butylalkohol 0,0 0.0 0,0 
AcetOM 2% 222 ee . 0,0 0,0 0,0 
Olige Flissigkeit ... | 68,1 68,1 | 6,2 
Aldolrest . 639,2 639,2 58,1 


Summe:| 834,4 75,9 





In Ubereinstimmung mit dem Aldehydversuch unter Verwendung 
von Bakteriensuspensionen wurde demnach auch aus Aldol kein Aceton 
gebildet, aber auBerdem unterblieb auch die Bildung von Butylalkohol, 
was wohl deutlich fiir die primdre Entstehung der Butterséure aus Aldol 
spricht. Im Gegensatz zu den Versuchen mit Acetaldehyd trat mit 
Aldol keine Abtétung der Bakterien ein: Johnson, Peterson und Fred! 
hatten eine toxische Wirkung beobachtet und nehmen daher gegen die 
Aldolhypothese der Butterséureentstehung eine ablehnende Haltung ein, 
was jedoch durch die Ergebnisse unserer Versuche nicht gerechtfertigt 
erscheint. Bernhauer und Kiirschner? hatten bei Zugabe von Acetaldol 
zu garenden Kulturen keine Umsetzung dieses Aldols beobachten 
konnen. 

D. Versuche mit Essigsdure. 

Wie eine Reihe von Forschern, insbesondere aber Reilly und Mit- 
arbeiter nachgewiesen haben, ergibt Essigsiurezusatz zu garenden 
Aceton-Butanolmaischen eine ganz bedeutende Steigerung an Aceton, 
weshalb man eben annimmt, dai die Acetonbildung tiber die Essigsaure 
geht. 

Nachdem in den vorangegangenen Versuchen gezeigt worden war, 
da8 durch Suspensionen von Aceton-Butanolbakterien weder aus 
Acetaldehyd noch auch aus Aldol jenes Keton gebildet wird, dessen Ent- 
stehung demnach offenbar an eine Koppelung mit einem energie- 
liefernden ProzeB gebunden ist, sollte nun untersucht werden, ob ein 
Gleiches auch fiir die Essigsiure zutrifft. 

Die im Zustande lebhaftester Garung abgeschleuderten und ge- 
waschenen Bakterien wurden in Hefewasser suspendiert, das mit Essig- 


1 M.J. Johnson, W. H. Peterson u. E. B. Fred, J. of biol. Chem. 101, 
145, 1933. — 2? K. Bernhaueru. K. Kiirschner, diese Zeitschr. 280, 379, 1935. 
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saure versetzt und durch Zusatz von Lauge bzw. Kreide auf py = 6 einve. 
stellt worden war. Nach Verdrangung der Luft durch Stickstoff und Auf. 
setzen eines Garverschlusses verblieb der Kolben mit dem Ansatz hej 
37°8 Tage lang im Thermostaten. Nach Ablauf dieser Zeit erfolgte dic 
Aufarbeitung der Ansatze in nachfolgender Weise. 

Nach Zusatz von Kreide im UberschuB Abdestillieren der Neutral. 
produkte, Ansiuern des Riickstandes mit H,SO, bis eben zur kongoblauen 
Reaktion und Abtreiben der fliichtigen Séuren durch Wasserdampf im 
Vakuum. Riickstand mit Ather viermal ausschiitteln und aus der atherischen 
Lésung durch Abdestillieren des Lésungsmittels die gelésten Substanzen 
gewinnen. 

Das Gemenge der fliichtigen Sauren wurde nach der im I. Teil an 
gegebenen Silbersalzmethode sowie nach der Duclaux-Analyse nihet 
untersucht. 

Nach zwei orientierenden Vorversuchen, die Ameisensaure nur in 
Spuren und Aceton tiberhaupt nicht bzw. auch nur in Spuren ergeben 
hatten, wurde zur Ausfiihrung des Hauptversuchs geschritten. 

Zu diesem fanden 2700 ccm, 10°,iges Hefewasser und 300 cem ver 
diinnte Essigsiure entsprechend 17,216 g CH,COOH sowie 25g Kreide 
Verwendung; die Bazillen waren in 300 cem Hefewasser + 3°, Glucose 
herangeziichtet, abgeschleudert, gewaschen und zu dem erwahnten Ansatz 
hinzugefiigt worden. Nach einer Versuchsdauer von 10 Tagen bei einet 
Temperatur von 37° wurde eine Ose der Suspension in Maiswiirze ein- 
geimpft, die bereits am folgenden Tage lebhafte Garung zeigte. 

Die Aufarbeitung des Ansatzes lieferte kein Butanol und nur 
Spuren von Aceton. Die fliichtigen Saiuren, entsprechend einer Menge 
von 306,5 cem n-Lauge, kamen in zwei Fraktionen zur Abscheidung: 


1. Fraktion, entsprechend 270 cem n-Lauge, 
2. Fraktion, entsprechend 36,5 cem n-Lauge. 


Die Aufarbeitung dieser beiden Fraktionen nach der Duclaws- 
Analyse und der Silbersalzmethode ergab eine Menge fliichtiger Sauren 
entsprechend 93,3°%, der verwendeten Essigsiure; dieses Gemisch 
fliichtiger Saéuren bestand zu 90,3°% aus Essigsdure und 9,7°% aus 
Buttersaure. 

Aus diesen Versuchen geht demnach hervor, daB im Gegensatz zu 
girenden Kulturen von Aceton-Butanolbazillen, die ja Essigsiure zum 
Teil in Aceton iiberfiihren, Suspensionskulturen dieser Mikroben aus 
Essigsdure keine Neutralprodukte zu bilden vermégen. 

Die Bildung von Aceton aus Essigsiure und jene von Butanol aus 
Buttersdure sind endotherme Prozesse, die sich nur in Koppelung mit 
energieliefernden Umsetzungen abspielen kénnen, wie solche aber in 
Suspensionskulturen zumeist nicht auftreten. Es kann daher mit der- 
artigen Kulturen unter Verwendung von Pufferlésungen aus thermo- 
dynamischen Griinden weder die Bildung von Essigsaiure aus Aceton, 
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wh jene von Butanol aus Acetaldol erwartet werden. Nur bei Dar- 


bietung von Aldehyd scheint dessen teilweise Oxydation zu Essigsiure 
dic Energie fiir die Hydrierung der Butterséure zu Butanol zu liefern. 


Zusammenfassung. 


Zum Zwecke der Aufklirung des Reaktionsmechanismus der 


Aceton-Butanolgirung unternommene Umsetzungsversuche mit Bae. 
acetobutylicus (Stamm Weizmann aus dem Lister-Institut in London) 
lieferten folgende Ergebnisse : 


l, 


Ein Zusatz von Acetaldehyd bewirkt 

a) in gdrendem gezuckertem Hefewasser eine Verschiebung des Ver- 
haltnisses Aceton : Butanol zugunsten des Butanols und zwar von 
1: 1,7 auf 1: 4,7; noch starker zeigte sich dieser EinfluB bei Zugabe 
von Kreide, namlich eine Verschiebung des Verhiltnisses von 
1: 2,9 (ohne Aldehyd) auf 1:22 (mit Aldehyd). 
in Suspensionskulturen in Phosphatpufferlisung (py = 6) keine 
Bildung von Aceton in quantitativ erfaBbarer Menge, jedoch eine 
solche von Butanol in nahezu aquimolekularem Verhaltnis zur 
gleichzeitig gebildeten Buttersaure; ein gleiches trifft fiir das Ver- 
haltnis Athylalkohol : Essigsiure zu, das ebenfalls nahezu gleich 1 
ist. 


Eine gekoppelte Entstehung von Aceton und Butanol kommt demnach 


nicht in Frage. 


» 


Acetaldol, zu einer Suspensionskultur der Bazillen in Phosphatpuffer- 
lésung (pu = 6,3) hinzugefiigt, lieferte weder Aceton noch Butanol, 
wohl aber Buttersaiure, die demnach offenbar primdr aus dem Aldol 
entsteht. Eine Abtétung der Bazillen trat nicht ein. Das Acetaldol 
kann daher — entprechend dem Donkerschen Garungsschema — als 
Zwischenprodukt der Aceton-Butanolgirung wohl in Betracht ge- 
zogen werden. 


. Wahrend Essigsiurezusatz zu girender Aceton-Butanolmaische 


bekanntlich eine wesentliche Steigerung der Acetonausbeute ergibt, 
liefern die hierbei wirksamen Mikroben in Suspensionskulturen aus 
Essigsiure keine Neutralprodukte. 


. In Suspensionskulturen unter Verwendung von Pufferlésungen ist 


aus thermodynamischen Griinden weder die Bildung von Aceton aus 
Essigsiure noch auch jene von Butanol aus Buttersiure bzw. aus 
Acetaldol zu erwarten. 





Chemisch-bioklimatische Studien in der Bretagne. 


Beeinflussung des mitteleuropiischen Jodmilieus durch die bretonisehe 
Jodindustrie auf dem Wege der Luft. 


Von 


H. Cauer, 


(Aus dem Hygienischen Institut der Reichshauptstadt Berlin im Haupt- 


gesundheitsamt.) 
(Eingegangen am 7. Mai 1937.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Zur Feststellung und Untersuchung chemischer Stoffe und Vor. 
gange, die als Klimafaktoren angenommen werden kénnen, wurden in 
entfernt voneinander liegenden Gegenden mit ausgesprochen ver. 
schiedenem klimatischem Charakter Untersuchungen (2) (7) (8) (9) (10) (37) 
angestellt. Die Ergebnisse der Arbeiten in der Bretagne, Departement 
Finistére, einem der westlichsten VorstéBe des europaischen Fest- 
landes in den Atlantischen Ozean sollen hier folgen. 


Die an Ort und Stelle entnommenen Proben wurden im Hygienischen 
Institut, im Hauptgesundheitsamt der Stadt Berlin, analysiert und aus- 
gewertet. —- Ihre Entnahme war médglich durch die groBziigige Unter- 
stiitzung der Jagor-Stiftung, der auch an dieser Stelle hierfiir ausdriicklichst 
gedankt sei. 


Das Schwergewicht der Untersuchungen galt dem Stoffwechisel 
des Jods, da die Bretagne und der vorgelagerte Archipel um Quessant 
die jodreichsten Gebiete Europas sein diirften. Denn abgesehen davon, 
daf das Finistére ahnlich wie die Inseln von iiberwiegend stiirmischen 
Winden bestrichen wird, die angereichert sind mit Ausdiinstungen und 
Salzen! des Meeres, besitzt es vor seiner Kiiste und zwischen dieser und 


' Nach eingehenden Untersuchungen in den Jahren 1928 bis 1931 von 
L. Farcy (16), Direktor des Laboratoriums der Stadt Brest, iiber die Koch- 
salzbeimischung des Regens in verschiedener Entfernung von der Kiiste 
ergab sich je Liter ein jahrliches Mittel von 127,08 mg am Strand, 25,21 
bis 32,14 mg in 1,95 km, 25,65 mg in 8 km, 25,41 mg in 25 km und 22,29 mg 
in 50 bis 60 km Entfernung. Es wird also nicht nur sehr viel Kochsalz in 
das Land hereingetragen, sondern auch fast gleichmaéBig auf groBe Ent- 
fernungen hin. Die Niederschlage enthielten gelést Halogene, Sulfate, 
Alkali, Magnesium, Kalk, Eisen, Kieselsiure. Die auf den Boden gebrachte 
Gesamtsalzmenge betragt 25 bis 35 g je 1 qm, wovon rund 70% aus Koch- 
salz bestehen. Zweifellos ist die Héhe dieser Werte stark beeinfluBt durch 
die anschlieBend besprochenen Seetangverschwelungen. Aber auch in 
Cette am Mittelmeer, wo keine Verschwelungen stattfinden und die Haufig- 
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den Inselgruppen ausgedehnte und dichte Felder jodreichen Seetanges!. 
Dieser wird im Friihjahr, Sommer und Herbst geerntet, ahnlich wie Heu 
vetrocknet und in offenen Graben von etwa 5: 0,70:0,70 m auf einem 
groben Steinrost verschwelt. Die Verschwelung erfolgt zur Gewinnung 
von Jod, von Pottasche und einigen anderen Stoffen. Da hierbei, wie 
spiter gezeigt wird, ganz betrachtliche Mengen Jod neben Pottasche, 
Kaliumsulfat, Kaliumchlorid, Natriumsulfat, Natriumecarbonat und 
Magnesium-Calciumsalzen, Brom, Bromsalzen, Nitraten, Nitriten und 
Ammoniumsalzen mit der Flugasche in die Luft gelangen, war zu er- 
warten, daB vielleicht auch Beobachtungen itiber die biologische Wirkung 
dieser Stoffe auf die Bewohner gemacht werden konnten. Weiterhin 
sollten die Untersuchungen beitragen zur Klarung der Frage, inwieweit 
die durch die Verschwelungen in die Luft gelangenden Jodmengen von 
bioklimatischer Bedeutung in Mitteleuropa sein kénnen und insbesondere, 
wie weit sie gegebenenfalls die H6he des Jodgehalts unserer Nahrungs- 
pflanzen beeinflussen. 


Im Anschlu8 hieran mul iiber das Klima der Bretagne allgemein 
hemerkt werden, da stiirmische Winde zumeist aus Westen, Siidwesten 
oder Nordwesten vorherrschen, die nur im Innern des Landes einen liicken- 
haften, niedrigen Baumbestand zulassen. Dort, wie selbstverstandlich 
auch an der Kiiste, miissen die kleinen kargen Acker mit Mauern umgeben 
werden, damit iiberhaupt Wachstum und Ernte méglich ist. —— Fast alle 
Monate sind reich an anhaltendem und heftigem Regen. Das jahrliche 
Mittel (16) von Brest betragt 800 mm, im Innern der Bretagne steigt es 
anschlieBend in einer breiten Zone bis auf 1200 mm, um dann im Osten 
und an der Nordkiiste wieder auf 800 mm zuriickzugehen. -— Nebel sind 
haufig. Nur in der Mitte des Winters liegen, auBer in den westlichen Kiisten- 
gebieten, trockenere Zeiten vor. Die héchste Warme tritt erst lange nach 
Sonnenwende, Anfang August ein. Die Sommertemperaturen (31) liegen 
etwa in gleicher Héhe wie diejenigen an der deutschen Nordseekiiste. Die 
mittlere Tagestemperatur der Insel Quessant.(31) betragt im Juli nur 
+ 17'/,°C. Im Winter dagegen ist es verhaltnismaBig warm. Schnee 
bleibt nicht liegen und fallt im Durchschnitt nur an 7 Tagen (31) im Jahr®. 
Kamelien, Araukarien wachsen und gedeihen gut in freier Erde. Infolge 


keit von Stiirmen bedeutend geringer ist, betragt nach Bordas und Des- 
femmes (3) die Kochsalzzufuhr mit den Niederschlagen 8,45 g je 1 qm. An 
der norwegischen Kiiste (29) und in Schottland (27) betragt das Kochsalz- 
mittel je Niederschlag nur etwa 3,5 mg je | Liter. 

1 Der Seetang wird in seiner Hauptmenge nicht von weither durch die 
Meeresstrémung angespiilt, sondern wachst an Ort und Stelle auf dem 
felsigen, zerkliifteten sandarmen Untergrund. Gerade das Fehlen gréBerer 
Sandmengen und Muschelbruchs diirfte die Ansiedlung und das Festhaften 
des Seetangs in den ausgesprochen starken und wirbeligen Gezeiten- 
strémen ermdglichen. — ? Vergleichszahlen: Schneetage am Rhein 20, in 
Berlin 30, in Masuren 60, jahrliches Niederschlagsmittel von Deutsch- 
land 700 mm, Berlin 570 mm, mittlere Warme im Juli in Berlin 19°C, in 
Siiddeutschland 20 bis 22°C. 
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der verhaltnismaBig kiihlen Sommer reifen jedoch Mandeln, Aprikosen (in 
Weintrauben, die weiter nérdlich in Deutschland bei Bad Kreuznach ind 
an der BergstraBe regelmaBig geerntet werden, nur selten ganz aus. 

Geologisch bildet die Bretagne das inselartige Massiv Amoricain. Es 
besteht vornehmlich aus Urgestein und seinen methamorphen Schiefern, 
Aber auch sedimentire Schiefer sind zu finden. Eingehend hat dariiber 
de Launy (30) berichtet. AuBerdem liegen einige Erze vor, etwas Kohle 
und sogar Ol. Hieriiber siehe die Arbeiten von Kerforne (26) und diejenigen 
von Goignet (20). Vornehmlich anzutreffen sind Schichten und Gesteine 
aus der Zeit des Carbon, Devon, Silur und Prasilur. 

Uber die Bewohner des Landes ist zu sagen, daQ die Fischer und Seeleute 
an der Kiiste und ebenso die Bauern im Innern des Landes Kelten sind. An 
vielen Orten kommt mediterraneer Einschlag vor. Beamte, Arzte, Apotheker 
und Kaufleute sind dagegen zu einem groBen Teil Franzosen (german. Herk.). 
Immerhin ist aber auch unter diesen selbst in den Stadten der keltische 
Anteil noch betrachtlich. Juden treten nur sehr vereinzelt in Erscheinung, 

Zunachst folgen nun die Untersuchungen auf den Jodgehalt der 
Luft. Angewandt wurde hierfiir eine von der Firma A. Pfeiffer, Wetzlar, 
dankenswerterweise zur Verfiigung gestellte Trageapparatur, die aus 
einer Handpumpe mit Radantrieb, Tourenzahler und einem dazugehdérigen 
besonders konstruierten Waschrohr! bestand. 


Dieses Aggregat? erlaubte mehrere Hundert Liter Luft innerhalb einer 
halben Stunde in 10cem Pottaschel6sung, die das Jod festhalt, auszu- 
waschen. Die genaue Luftmenge wurde durch den Tourenzéhler ermittelt 
und die Lésung in 100 cem fassende Flaschen gefiillt, die zur Analyse nach 
Deutschland mitgenommen wurden. Das Verfahren (12) und die Trage- 
apparatur (11), die sich sehr gut bewahrt hat, sind an anderer Stelle ver 
éffentlicht, ebenso die Nachpriifung (34) durch EF. Quitmann. 

Die Proben wurden entnommen: 

1. In Quimper, einer kleinen Stadt im Siidwesten der Bretagne, etwa 
15 km noérdlich der Siidkiiste. Das Gebiet ist hiigelig und hat im Gegensatz 
zu der Kiiste schon etwas geschlosseneren Baumbestand. Die Winde sind 
gebrochen. 

2. In St. Guénolé, wiederum im Siidwesten, unmittelbar an der Kiiste. 
Die Ortlichkeit ist offen, baumlos, schwach gewellt und geht in flache, 
felsige und riffige Watten mit dichten Seetangfeldern iiber. Der Gezeiten- 
strom (31) hegt bei 2 Sm je Stunde. 

3. In Le Conquet, im Nordwesten, unmittelbar an einem der west- 
lichsten Punkte der Kiiste. Die Ortlichkeit ist sehwach hiigelig und bricht 
mit einer Steilkiiste zum Meere ab. Die bis zu den vorgelagerten Inseln 
sich erstreckenden Tangfelder liegen hier betrachtlich tiefer und sind einem 
heftigen Gezeitenstrom von 4 bis 5 Sm, zeitweise 6 bis 7 Sm je Stunde aus- 
gesetzt. Der Tang kann hier nicht wie bei St. Guénolé wahrend der Ebbe 
mit der Sichel geschnitten und mit Pferdewagen eingefahren werden, 
sondern wird von Booten aus mit an Stangen befestigten Messern von den 
Felsen losgeschnitten und heraufgezogen. 


1 DRP. Nr. 641844, 42 1/1301. — * Bei der Firma A. Pfeiffer, Wetz- 
lar, zu beziehen. —- * Sm = Seemeile = 1,85 km. 
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4. In St. Brieuc, einer kleinen Industriestadt mit viel Landwirtschaft 
an der nordéstlichen Kiiste der Bretagne. Die Ortlichkeit ist eine in eine, 
Hochebene eingeschnittene fjordartige Bucht, die sich nach oben stark 
verbreitert und verflacht, nach unten und Norden zu aber in einem schmalen, 
tiefen Arm dem Meere zulauft. Die Winde sind nicht gebrochen, die Kiiste 
ist steil. Tangfelder sind vorgelagert, werden jedéch nicht genutzt, da hier 
vornehmlich Fucus wachst, ein jodirmerer Seetang. Die Gezeitenstréme 
sind verhaltnismaBig gering. 

Die geographische Lage der Punkte ist aus der Kartenskizze (S. 123) 
zu ersehen. 

Die Ergebnisse der Luftanalysen sind in Tabelle I zusammengefaBt, 
aus der folgendes zu ersehen ist: 

1. Bei Windstille bzw. sehr schwacher Luftbewegung von der See 
her machen sich die geringen Verschwelungen jodhaltigen Tanges in 
St. Guénolé bis zu dem etwa 15 km einwarts gelegenen Quimper deutlich 
bemerkbar. Nach Beendigung der Verschwelung laBt der Jodwert 
auBerordentlich nach, bleibt aber an mitteleuropdischen Verhaltnissen 
gemessen, immer noch sehr hoch. Er liegt etwa in der GroBenordnung 
der Werte in Badeorten mit jodhaltigen Quellen, wie in Bad Kreuz- 
nach (7) (8) und Bad Goisern (8) (38), Oberésterreich. Selbst am nachsten 
Morgen bewegt er sich noch in der gleichen GréBenordnung (vgl. Nr. 1, 2 
und 3 der Tabelle). 

2. Unmittelbar an der Kiiste in St. Guénolé betragt er am Abend - 
etwa 2 Stunden nach Beendigung der dort erfolgten Verschwelung — immer 
noch das Doppelte wie morgens in Quimper, und zwar in einer Entfernung 
von etwa 1km von der nachsten Verschwelungsstelle entnommen (vgl. 
Nr. 4 mit 3). 

3. Selbst bei etwas auffrischendem Wind, am nachfolgenden Tag, 
liegen die Werte, zu denselben Zeiten vor und nach der Verschwelung ge- 
messen, in der gleichen GréBenordnung (siehe Nr. 5 und 10). 

4. Unmittelbar bei einer Verschwelung, 2m vor und neben der 
Feuerstelle — gegen den Wind liegt ein ganz auBerordentlich hoher 
Wert vor, wie er bisher noch an keiner anderen Stelle in der Luft ge- 


messen wurde. Er betragt das 8- bis 10fache der héchsten! bisher ge- 
fundenen Werte. 


Selbstverstandlich wurde dieser Héchstwert 4 m von der Feuerstelle, mit 
dem Wind, also in der Rauchfahne, noch einmal weit iibertroffen, und zwar 
um das 35fache. Selbst in 50m Entfernung von dem Feuer in der Rauch- 
fahne liegt noch ein etwa fiinfmal gr6Berer Wert vor (vgl. Nr. 6, 7, 8). 

5. Auch die Luft zwischen dem zum Trocknen, ahnlich wie unsere 
Heuhaufen, aufgestapelten Seetang hat noch einen sehr beachtlichen Jod- 
wert, so daB der von der dortigen Industrie angenommene Verlust von 
0,25°, des Gesamtjods beim Trocknen des Tangs zweifellos nicht zu hoch 
gegriffen ist. 


1 Chatin (13) hat bei Paris einen Wert von etwa 16 y/cbm gefunden. 
Bei Wyk auf Féhr (8) gelang es mir, einen Wert von 15 y/cbm festzustellen. 


4 
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Tabelle |. Jodluftwerte in der Bretagne. 





tei Wind- 
Datum, Zeit iv 1 anh richtung Bemerkungen 
aici und -Stirke 


17s Wi. Verschwelungen bei St. Guénol: 

14h 00’ SE 3 

19h 00’ NE 2 

18. VI. 13,00 Verschwelungen bei St. Gué: 
14h 30'-15b 00’ C 

18. VI. 2,66 
22h 30'-23h 00’ C 

19. VI. 2.12 Noch keine Verschwelung. 
8» 00'— 8h 45’ ESE 2 

146 00 ESE 1 
St. Guénolé 19. VI. 4,00 Die geringen Versehwelungen 
Penmare’h | 22 00'-22h 30’ C Gon Tages henetls clagestelit 

Ebenda 20. VI. 2,66 Noch keine Verschwelungen 

8" 30'— 9200" N 2 

20. VI. 130,00 Entnommen 2m vor und 2m 
15 30’-15 45’ ESE 3 neben Tangverschwelung. 

20. VI. 4600.00 Entnommen 4m vom Fever in 
164 00'-16h 15’ SE 3 Rauch. 

20. VI. 611,00 Entnommen 50 m vom Feuer in 
16 30’-16 45’ ESE 3 Rauch. 

2%). VI. 18.80 Entnommen aus dem Inner 
17h 30'-17b 45 eines trockenen Tanghaufens 

neben dem Feuer. 


Quimper 


Verschwelungen seit etwa 
eingestellt. 


20. VI. 3,00 Die Verschwelung ist seit etwa 
22h Y0'-22h 30’ 19 eingestellt. 


21. VI. 1,80 ’ | Keine Verschwelung, Sonntag 
8h 30'-— 9b 30’ 8S 4 
ot. Vi. 1,20 | Keine Verschwelung, Sonntag. 
| 12h 45’-15 00’ C 
91. VI. 1,20 Keine Verschwelung, Sonntag. 
| 19h 45’-23h QO’ ESE 2” | 
22. VI. 1,50 Keine Verschwelung, Sardinen- 
8h 45'— 9h 30’ 8S 5 fang. 
| 22. VI. 0,90 Keine Verschwelung, Sardinen- 
| 134 00'-13 20’ fang. 
| 22. VI. 0,60 Keine Verschwelung, Sardinen 
| 20h 00’-22h 15’ Si || fang. 
| 28. VI. 1,20 Keine Verschwelung, Sardinen- 
8» 30'-9h 30’ yd fang. 
14h 00’ C 
23. VI. 0,90 Keine Verschwelung, Sardinen- 
19h 45'-20h 15! | Nil fang. 
24. VIL 0,60 Keine Verschwelung, Sardinen- 
8h 10’-8> 30’ NE 2 fang. 
144 00’ SE 3 obgl 
Le Conquet | 24, VI. 2.40 Keine Verschwelung, Sardinen- hat. 
29h 1h'-29h 45’ E4 fang. Jodfabrik seit 4 bis Fise 
; 5 Stunden nicht in Betric! und 
1000 m westlich von dieser 
entnommen. 


Mor; 
Lau 


etwe 





Chemisch-bioklimatische Studien in der Bretagne. 


Tabelle I (Fortsetzung). 





Le Conquet 


y Jod 


Datum, Zeit in 1 ebm 


3,30 


25. 


VI. 
8h 15’-8h 45' 


25. VI. 
30'-9b 45’ 
25. VI. 
O0O’-114 14’ 
145 00’ 


100,00 


240,91 


25. VI. 

104 00’-10» 10’ 
25. VI. 
104 25’-10b 27’ 
25. VI. 
104 35'-10 40’ 


14 666,66 
15 400,00 


35,75 


Wind- 
richtung 


und -Starke 


WSW 2 
WNW3 


Bemerkungen 


Noch keine Verschwelung. Jod- 
fabrik Betrieb 
1000 m westlich von dieser 
entnommen. 

10m_ westlich von Jodfabrik 
neben Wind entnommen, Ne- 
belschwaden. 

100 m_ siidéstlich im Lee der 
Fabrik entnommen. Kaum 
Nebel. 10h setzt 8 km nord- 
westl. Verschwelung auf In- 
seln ein. 

Bei Jodfiissern in 
nommen, 


soeben in 


Fabrik ent- 

Bei Jodfiissern in Fabrik ent- 
nommen. 

Bei Lésungsfissern in Fabrik ent- 
nommen, Lésung erhitzt aber 


nicht kochend. 

Bei Lésungsfissern in Fabrik ent 
nommen, Lisung kochend. 
Bei Salzherstellung in Fabrik 

entnommen. 


25. VI. 
11» 25’-11» 30’ 
25. VI. 
11 40’-11h 45’ 
25. VI. 
11 50’-125 00’ 
26. VI. 
22h 11’-22h 30’ 


583,33 
2 121,96 


Im Bureau, wo Jod und Jod- 
salze verschlossen auf Re- 
galen stehen. 

75 km siidéstlich von Le Con- 
quet, wo um 101 eine starke 
Verschwelung eingesetzt und 
der Wind aufgefrischt hat, 
enthommen. 


333,33 


26. VI. 
8b 00'-8» 15’ 
14 00’ 
26. VI. 
19h 45’-20b 15’ 
27. VI. 
75 30'-8b 00’ 
27. VI. 
7) 00’ 
144 00’ 
22h 45/-23h 45’ 
28. VI. 
84 00'-84 30’ 


75 km nordwestlich in Le Con- 
quet und 15 km siidwestlich in 
St. Guénolé haben Verschwe- 
lungen friih begonnen. 

Die Verschwelungen waren ge- 
gen 18h beendigt. 


WNW3 

WNW2 
15,61 

WNW3 

10,91 In Le Conquet und St. Guénolé 
haben Verschwelungen friih 
begonnen. 

80 km von der niichsten Ver- 
schwelung, Luft kann von 
dort nur im Bogen iiber das 
Innere herangekommen sein. 


16,00 


Wie bei 34. 


6. Trotz des zeitweise weiter auffrischenden Windes ist am nichsten 
Morgen immer noch ein weit iibernormaler Jodwert zu verzeichnen, der im 
Laufe des Tages bis zum iibernachsten Morgen nur unwesentlich absinkt, 
obgleich an diesem Tage, einem Sonntag, keine Verschwelung stattgefunden 
hat. Erst am Tage darauf und am iibernachsten Tage, die beide von den 
Fischern dieses Kiistenabschnittes zur Sardinenfischerei benutzt wurden 
und so keine Verschwelungen aufweisen konnten, geht der Jodwert hier 
etwas starker zuriick (vgl. Nr. 10 bis 19). 
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7. Am Abend des letzten Versuchstages in St. Guénolé wurde dagevey, 
in einem anderen ndérdlich gelegenen Kiistenabschnitt bei Le Cony 
wieder ein beachtlicher Jodwert gefunden. In dieser Gegend hatte in dey 
letzten Tagen auch keinerlei Verschwelung stattgefunden, aber es befan«| 
sich in dem Ort eine kleine Jodfabrik in Betrieb (siehe Nr. 19 und 20). 

8. Es ist bezeichnend fiir den hohen Grad der Jodverseuchung ces 
gesamten Milieus, daB sogar in einer Entfernung von | km von der JJod.- 
fabrik morgens vor Betriebsbeginn ein beachtlicher Jodwert anzutreffen 
war (siehe Nr. 21). 

9. AuBerordentlich hoch sind naturgemaB die Werte in der naheren 
Umgebung und innerhalb der Fabrik selbst. Wie stark die Verseuchuny 
der unmittelbaren Umgebung ist, zeigt sowohl Nr. 22, 10 m neben der 
Fabrik und neben dem Wind entnommen, wie auch Nr. 23, in 100 m 
Entfernung auf der Leeseite der Fabrik entnommen. Innerhalb der 
‘abrikationsraume sind die Werte, wie zu erwarten, dort am héchsten, 
wo das Rohjod anfallt und in offenen Fassern aufbewahrt wird (Nr. 24 
und 25). Aber auch dort, wo die Tangasche gelést und angesiéuert wird, 
entweichen trotz der Anwendung’ starker Reduktionsmittel, selbst bevor 
die Lésung zum Aufkochen kommt, ganz beachtliche Jodmengen 
(Nr. 26, 27). Im Innern, wo die Salze gereinigt und umkristallisiert 
werden, ist sogar noch mehr Jod in der Luft (Nr. 28). Ebenso war sehr 
viel Jod im Biiro festzustellen, wo die Fabrikationsprodukte in 
Flaschen aufbewahrt werden (Nr. 29). 


10. Uber den Transport des Jods der Luft gibt am besten der hohe 
Jodwert von Nr. 30 Auskunft. Er wurde am 25. Juni abends in Quimper, 
im Siidosten der Bretagne, festgestellt, also an dem gleichen Tage, wie 
die eben besprochenen Werte nordwestlich davon in Le Conquet. 


Auf den Inseln vor Le Conquet und siidlich-von Brest hatte an diesem 
Tage in ausgedehntem Mabe die Verschwelung gréBerer Tangmengen etwa 
um 10 Uhr eingesetzt. Deutlich war zu erkennen, wie die Rauchfahnen 
von dort auf die Kiiste zu standen. Sie verwandelten sich tiber dem Wasse1 
in einen leichten, kaum sichtbaren Dunst, der unmittelbar vor der Kiiste in 
Wolken zunehmender Starke tiberging. —- Der Himmel war im iibrigen 
voéllig wolkenfrei. Nur diese aus dem Rauchdunst hervorgehenden kleinen 
Cumuluswolken wanderten in 200 bis 300 m Héhe in Form einer geschlossenen 
StraBe nach Siidost in das Innere. Bei der am Nachmittag erfolgenden 
Autofahrt von Le Conquet nach Quimper konnten sie ohne an Intensitat 2 
verlieren bis in etwa 75 km Entfernung verfolgt werden. Eine Anhohe he: 
Quimper gestattete, die WolkenstraBe sogar noch bis auf weitere 50 hi 
70 km, also im ganzen bis auf 150 km, von ihrem Ursprung her zu beol 
achten. Der Zug ging einige Kilometer westlich der Stadt Quimper voriiber. 
Gleichzeitig aber wanderte eine zweite WolkenstraBe, deren Entstehung bei 
Verschwelungen an der Kiiste siidlich von Brest in der Nahe von Morgat 
wahrend der Autofahrt beobachtet werden konnte, unmittelbar ibe: 


Quimper hinweg. In nachfolgender Kartenskizze sind beide Wolkenziige 


eingetragen. Bei ihrer Entstehung handelt es sich zweifellos zunachst be: 
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dem sechwachen Dunst um eine Kondensation von Wasserdampf an den 
erkalteten, durch die Verschwelung in die Luft gelangten Gasen, Salzen und 
Fiugascheteilchen, und um ein rasches Anwachsen der Trépfchen bis zu 
y= 3u. Danach miissen diese Trépfchen ebenso in verhaltnismaBig kurzer 
Zeit durch .ZusammenflieBen weiter gewachsen sein bis zur Bildung 
sichtbarer Wolken. Etwa 1 km von der Kiiste einwarts war kein weiteres 
Anwachsen der Wolken mehr zu beobachten. 


Auttofahrt am 25. V1. 38 nechmnittags 
——— wihrend aerfahrt beobachrerer Wolkenzug 
careers Vor schwelingen v. Marz -Lnide lktober 
TTPTVETTTY * ab Sonnenwende 
2 = nitt tin Herbst 
» Fucustangtelder in Watten 
vor Tuberkutoseheiltad 





Abb. 1. 


Da die Flugascheteilchen vornehmlich aus stark hygroskopischen, 
in Lésung zum Teil alkalisch reagierenden Salzen bestehen, ist als gewib 
anzunehmen, daB die Niederschlage aus solechen Wolken sehr salzreich 
und zum Teil alkalisch sind. Da jedoch normalerweise Niederschlage 
schwach sauer sein diirften, und es mir im Gegensatz zu anderen noch 
niemals gelungen ist, im mittleren und 6stlichen Mitteleuropa alkalische 
Niederschlage anzutreffen, diirften py-Wertmessungen, an Niederschlagen 
im groBen angewandt, ein Mittel sein, Herkunft und Weg der Wan- 
derung von Wolken und Luft zu erforschen. Leider war es mir aus 
Mangel an Zeit nicht méglich, solch einfache Messungen in der Bretagne 
auszufiihren. 

11. Auch die anschlieBenden weiteren drei Analysen in Quimper, 
Nr. 31, 32, 33, zeigen, wie rasch und wie stark die Luft durch die Ver- 
schwelungen an der Kiiste auf weitere Entfernungen hin mit Jod verseucht 
wird. Vergleiche die Angaben in den Bemerkungen der Tabelle I iiber 
die Entfernungen und die Windrichtung und -starke. 

12. In gleicher Richtung aufschluBreich sind auch die beiden in 
St. Brieue an der Nordostkiiste der Bretagne entnommenen Proben. Trotz- 
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dem der Wind nicht unmittelbar von der Verschwelungsstelle nach « 
steht, liegen die Werte auBerordentlich hoch. Augenscheinlich ist «ji; 
gesamte Luft in der Bretagne durch wirbelartige Bewegungen an ey, 
Tagen vorher und durch die nach der Sonnenwende in der Gegend de; 
Insel Quessant starker einsetzende Verschwelung so mit Jod angereichert. 
da selbst hier noch in iiber 75 km Entfernung hohe Jodwerte gefunide: 
werden konnten. 


Es folgen nun die Untersuchungen einiger Gesteine, Erden und 
Tangaschen auf ihren Jodgehalt hin, und zwar nach dem Verfahren 


Tabelle IT. Jodwerte von Gesteinen, Erden und Aschen. 





| 
Stoff | me ihe Bemerkungen 


St. Guénolé, Chapelle de la mére de la joie. 
Granit .. 1,20) In den Watten anstehend, Muskovitreich 
Granitzersatz 2,75 In den Watten entnommen, ohne organise) 
Reste. 
Schlick In den Watten entnommen. 3° organische 
Reste, 19,8% Wasser. 
Organische Reste 
Schlicks : Aus obigem errechnet. 
Wattensand . 1,60 Liegt iiber dem Zersatz und ist mit Muschelbruc! 
durchsetzt. 
Muschelbruch ..... 2,58 In Felsléchern der Watten entnommen. 
Strandsand . 55,00.+ 1 m von einer Verschwelungsstelle, 90 Tage nac! 
dem Feuer entnommen. 
0,25 5m von derselben Verschwelungsstelle, 90 Tay: 
nach dem Feuer entnommen. 
15,00 An derselben Stelle wie Nr. 8 in 20 em Tiefe ent 
nommen, 
265,00 1m von einer Verschwelungsstelle, 3 Tage nac! 
dem Feuer entnommen. 
2,70 10m von derselben Verschwelungsstelle, 3 Tag: 
nach dem -Feuer entnommen. 
12 oan 24 000,00 Frisch entnommen, Farbe schwarz und rot 
(Muscheln) ohne Sandbeimengungen. 
13 15 000,00 Frisch entnommen, Farbe schwarz, mit Sand 
14 21 000,00 | Frisch entnommen, Farbe wei®8, Muschelbruct 
15 shi 875,00 3 Wochen im Freien gelagert. 
16 400,00 3 Monate im Freien gelagert. 


An der StraBe von Pont Abbé nach St. Guénolé, 1000 m von der Kiiste 


17|| Ackererde 90,00 Erhéht liegender Kartoffelacker, Granitzersatz, 
Muschelbruch, pu Wert 7 bis 8,2. 

18 || Wiesenerde 46,20 5m von 17 entnommen, sumpfige Wiesenmulde, 
Granitzersatz, Muschelbruch, py Wert unter 
7,0. 


Pont du Raz. 


Granit 1,14 30m iiber dem Meer anstehend, Muskovitreic!: 


Morieux bei St. Brieuc. 


Diabas? 9,90 || 30 m iber dem Meer anstehend, 1000 m von der 
Kiiste, etwa 80 km von der nichsten Ver- 
schwelungsstelle entfernt. 
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Th. v. Fellenbergs (17) unter Anwendung jeweils notwendiger Modifi- 
kationen. Die Ergebnisse sind in Tabelle I] zusammengefaBt, aus der 
folgendes hervorgeht : 

1. Der in den Watten anstehende Granit (Nr. 1) hat einen normalen 
Jodwert (18). 


2. Der reine Granitzersatz aus den Watten (Nr.2) hat ebenso 
einen durchaus normalen Jodgehalt, wie er seiner GréBenordnung nach 
auch im Basaltzersatz im Vogelsberg und bei GieBen (5) gefunden wurde. 
Gegeniiber dem normalen Wert im unzersetzten Gestein enthalt er 
das 2,3fache. 

3. Der Jodgehalt des Wattenschlicks (Nr. 3) ist ein ganz auBer- 
ordentlich hoher. Da er aus 77,2°, Granitzersatz, 19,8 °%, Wasser und 
3°, organischen Resten, hauptsachlich Pflanzenteilen und einer geringen 
Menge Muschelbruchs, besteht, kann der Jodwert des organischen Restes 
unter Abzug des dem Granitzersatz zustehenden Anteils errechnet 
werden (Nr. 4). — Es ist daraus zu erkennen, daB die organischen Reste 
im Schlick etwa denselben Jodgehalt besitzen wie ein frischer jodreicher 
Seetang der Laminariaarten (1). 

4. Der Wattensand (Nr. 5) hat infolge seiner Beimischung von 
Muschelbruch anderen reinen Sanden gegeniiber, z. B. Nr. 8, einen 
beachtlichen Jodwert. 


5. Der Muschelbruch (Nr. 6) hat etwa den gleichen Jodgehalt wie 
der Granitzersatz. Er ist zweifellos der Haupttrager des Jods im Watten- 
sand (Nr. 5). Beachtlich ist, daB sein Wert bedeutend tiefer liegt als 
derjenige des Schlicks (Nr. 3). Man muB8 also annehmen, daB im letzteren 
die Pflanzenteile die Haupttrager des Jods sind. 


6. Der muschelbrucharme Strandsand (Nr. 7), in 1 m Entfernung 
von einer Verschwelungsstelle entnommen, hat selbst 90 Tage nach Er- 
léschen des Feuers noch einen sehr beachtlichen Jodwert. Es ist dies 
besonders im Hinblick auf die reichen fast taglichen Niederschlage 
bemerkenswert. Schon in 5m Entfernung von der Verschwelungsstelle 
besitzt derselbe Sand (Nr. 8) nur noch den 200. Teil dieses hohen Jod- 
wertes. Das gesamte aus der Verschwelung stammende Jod ist also 
verschwunden. Entnimmt man den Sand jedoch an der gleichen Stelle 
in 20 em Tiefe (Nr. 9), so enthalt er noch mehr als den 4. Teil des hohen 
Wertes in | m Entfernung. Es ist ein deutlicher Beweis dafiir, dab das 
Jod an der Oberflaiche des Bodens, wo die Luft freien Zutritt hat und die 
oxydierenden Vorginge den reduzierenden gegeniiber tiberwiegen, leicht 
gasférmig abgespalten und auBerdem durch die Niederschlage heraus- 
gewaschen, d. h. also mobilisiert wird, andererseits aber in der Tiefe, 
wo Sauerstoffmangel und ein Uberwiegen der Reduktion herrscht, 
das Jod in unléslichere Bindung iibergeht und absorbiert wird. — Dab 
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der Jodwert des Strandsandes (Nr. 10), 3 Tage nach Erléschen des 
Feuers entnommen, auBerordentlich hoch ist, ist selbstverstandlich. 
Auffallig ist jedoch der verhaltnismaBig geringe Jodwert des am gleichen 
Tage in 10 m Entfernung an der Oberfliche entnommenen Sandes Nr. || 


7. Der Jodgehalt der frischen Tangaschen (Nr. 12, 13, 14) liegt mit 
einem Durchschnitt von 2°, innerhalb der in der Literatur (1) als oi; 
angegebenen Aschen. 


Dabei ist allerdings zu beachten, dats in der Literatur stets auch Werte 
von Aschen der bedeutend jodirmeren Fucusarten angefiihrt sind, die heute 
kaum mehr zur Jodgewinnung verwendet werden. Da die Laminariaartey 
an der Nordwestkiiste noch bedeutend jodreicher sein sollen als im Siide: 
bei St. Guénolé, ist zu erwarten, daB die Aschen in der dortigen Gegend 
um Quessant weit mehr Jod, bis zu 4°,, aufzuweisen haben. 


8. Der Jodgehalt der im Freien gelagerten Tangaschen (Nr. 15, 16 
ist infolge der auslaugenden Niederschlage selbstverstandlich geringer. 
Immerhin betragt er nach 3 Wochen noch iiber 40 °% und nach 3 Monaten 
noch etwa 20°, des urspriinglichen Jodgehalts. 


9. Der Jodgehalt der in 1 km Entfernung von der Kiiste und damit 
auch von der nachsten Verschwelungsstelle entnommenen § Erden 
(Nr. 17, 18) ist darum bemerkenswert, da er aufs deutlichste die starke 
Jodverseuchung der Gegend anzeigt. 

Derartige Erden haben in Mitteleuropa 0,5 bis 2,0 mg Jod je 1 kg, also 
etwa den 90. bzw. 40. Teil. —- An der Kiiste in Schleswig-Holstein wurden 
3km vom Meere entfernt 8 bis 13 mg/kg von Beck (18) festgestellt und in 
Zoppot 1 km von der Kiiste der jodarmen Ostsee nur 0,76 bis 0,86 mg/kg. 

Da die Acker der Bretagne nicht mit Seetang gediingt wurden, liegt 
es nahe anzunehmen, daB das Jod vornehmlich aus Niederschligen und 
aus der Flugasche der Verschwelungen stammt. Die Ackererde hat darum 
mehr Jod als die Erde der Wiese, weil der py-Wert der Bodenlésung im 
schwach alkalischen Gebiet liegt und so im Gegensatz zu dem sauren 
Milieu in der Wiese weniger Jod oxydiert werden kann. Es braucht kaum 
erwahnt zu werden, daB ein solch hoher Jodgehalt des Bodens sich sehr 
stark in den daraus gewonnenen Nahrungsmitteln fiir die Bevélkerung 
wie auch fiir die Exportkonserven (Erbsen, Bohnen, Karotten) bemerkbar 
machen muB. 

10. Der Jodgehalt des muskowitreichen Granits vom Pont du Raz 
ist normal und stimmt mit demjenigen von St. Guénolé tiberein. 

11. Der Jodgehalt des Diabases (?) ist ein ganz auBerordentlich 
hoher, der vielleicht durch Absorption von Jod aus der Atmosphare 
erklart werden kann. 


Es folgen nun die Untersuchungen einiger Wasser auf Jod. Die 
Analysen wurden nach den Angaben Th. v. Fellenbergs (17) unter 
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Beachtung der Reithschen (35) Modifikationen durchgefiihrt. Aus der 
Tabelle IIL ist zu erkennen: 


Tabelle II]. Jodwerte einiger Wasser. 





y Jod 


; A orkunge 
ip 1 Liter Bemerkungen 


Ort der Entnahme 


st. Guénolé Penmare’h ... 40,00 Ozonisiertes Trinkwasser (Regenwasser) aus dem 
- ‘ ae Wasserwerk von Pont I'Abbé, schwach sauer. 

St. Guénolé Rochers du Trou 
de l Enfer 4,5 Meerwasser, wihrend des Ansteigens entnommen. 


St. Brieuc 3% Ozonisiertes Trinkwasser aus dem Wasserwerk, 
kalkhaltig, pu Wert 8,4. 


1. In der Gegend von Penmarc’h an der Siidwestkiiste ist das vor- 
nehmlich aus Regenwasser stammende Trinkwasser auferordentlich 
jodreich, obgleich es stark ozonisiert wird und langere Zeit in einem 
Sammelbecken steht. AuBerdem waren zur Zeit der Entnahme die 
Verschwelungen noch nicht voll im Gange oder konnten sich durch die 
Zufuhr von Flugasche noch nicht auswirken, was schon aus dem sauren 
pu-Wert des Wassers zu entnehmen ist. Das Wasser dient dem 
ganzen Gebiet siidlich von Quimper als Tinkwasser. 

2. Im Gegensatz hierzu besitzt das in gleicher Weise behandelte 
Trinkwasser der Stadt St. Brieuc an der Nordkiiste im Osten der 
Bretagne nur einen sogenannten mittleren Jodwert, und zwar obgleich 
sein pu-Wert im schwach alkalischen Gebiet liegt und so etwa vor- 
handenes Jod infolgedessen nur schwer entweichen kann. St. Brieue 
liegt etwa 80 km 6stlich von der nachsten Verschwelungsstelle. 

3. Bemerkenswert ist auch der verhaltnismaBig tiefe Jodwert des 
Meerwassers. Es ist an derjenigen Stelle der Kiiste entnommen, wo diese 
bei St. Guénolé nach Norden zu aus einer Flachkiiste in eine Steilkiiste 
iibergeht. 

Nach einer leider erst hier in Deutschland miindlich erfolgten Mittei- 
lung durch einen bretonischen Kollegen ist der Seetang in dieser Gegend 
bedeutend jodirmer als derjenige gleicher Art weiter nérdlich bei der Insel 
Quessant. Es ware daher aufschluBreich und zur Berechnung der im ver- 
wertbaren Seetang gestapelten Jodmengen wichtig, dort wie auch an anderen 
Stellen den Jodgehalt des Meerwassers im Vergleich zu demjenigen des 
Seetangs zu priifen. Denn nach dem heute vorliegenden Tatsachenmaterial 
ist es nicht ohne weiteres verstandlich, warum der Jodwert des Seetangs an 
der Nordwestkiiste héher ist als an der Siid-, Siidwest- und Nordkiiste. 
Kaltere Tiefenstréme, die neben einem héheren Gehalt an phosphorsauren 
Salzen etwa auch jodreicheres Wasser mit sich fiihren, kénnen nach den 
franzésischen Messungen! der Tiefe, der Stromung, der Temperaturschwan- 


1 Ausgefiihrt durch Laboratoire de l’Office des Péches Maritimes & 
Boullogne sur Mer (14). 
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kungen und der Schwankungen des Salzgehalts kaum angenommen werden. 
Vielleicht sind aber die Gezeitenstrémungen entscheidend. An den Kiisten 
mit jodarmerem Tang kommen diese auf 2 bis 3 Sm? je Stunde, an der Nord. 
westkiiste jedoch zumeist auf 4 bis 5Sm je Stunde und zweitweise au 
6 bis 7 Sm je Stunde. Letzteres, d. h. der schnellere Wasserwechsel kényt; 
damit wohl als Grundlage fiir den héheren Jodgehalt des dortigen Seetangs 
angenommen werden. An dieser Stelle sei bemerkt, da8 Helgoland mit 
seinem verhaltnismaBig kleinen fiir das Tangwachstum geeigneten Felsen 
gebiet weit geringere Gezeitenstréme als die Gegend um Quessant besitzt, 
und daB wir in deutschen Gewissern keine fiir die wirtschaftliche Aus. 
wertung zur Jodgewinnung geeignete Tangfelder besitzen. 

AnschlieBend soll die Méglichkeit des Anreicherns der Luft mit Jod 
auf gr6Berer Entfernung hin besprochen werden. 

Legt man einer Annaherungsrechnung den zuvor angefiihrten Wert 
des Jodgehalts im Rauch der Verschwelung von 4,6 mg in 1 ebm zugrunde 
im Vergleich mit der Lange des Verschwelungsgrabens, d. h. der Breite 
der Rauchfahne von 5m mit der Héhe bzw. dem Durchmesser der 
Rauchfahne iiber dem Boden von 1,20 m und mit der Windgeschwindig- 
keit wahrend der Entnahme von-5 bis6 m/Sek, so erhalt man einen Raum 
von gut 30 cbm bzw. eine Jodabgabe von etwa 140 bis 150 mg je Sekunde. 
d. h. also bei 10 Stunden Brand gehen ungefahr 5 kg Jod je Tag an die 
Luft. Da eine Verbrennung in St. Guénolé etwa 4,2 t Asche liefert und 
80 kg Jod, ware das ein Verlust von 6% Jod an die Luft. 

Nach Angaben der franzésischen Jodindustrie, die mir an Ort und 
Stelle dankenswerterweise zur Verfiigung gestellt wurden, stimmt diese 
Berechnung mit den durch Betriebsanalysen.ermittelten Verlustwerten 
bei einer Verschwelung iiberein. Legt man daher die weiteren von der 
gleichen Stelle mir iiberlassenen Produktionszahlen einer Errechnung 
des gesamten in die Luft gelangenden Jods zugrunde, so kommt man 
fiir die Jahre 1933 und 1934 auf eine jahrliche Menge von 5,075 t, wobei 
der Jodverlust beim Trocknen des Tanges an der Luft mit 0,25, der 
Gesamtjodmenge und derjenige bei der Gewinnung des Jods aus der 
Asche mit 1% eingesetzt ist. Fiir die einzelnen Monate ergeben sich 
folgende Zahlen: 





— ‘ 
Monat | Monat Jodproduktion Jodverlust 
| 


Jodproduktion Jodverlust l 
| in kg an die Luft inkg in kg jan die Luft in kg 


Marz ... 1 000,0 72,5 . ++} 20000,0 |  1450,0 
April... 3.000,0 217,5 | August ../ 10000,0 725,0 
Mai .... | 15000,0 1087,5 | September || 5 .000,0 362,5 
Juni... 15000,0 1087,5 | 





Diese Zahlen betreffen aber augenscheinlich nur die Produktion 
der in der Entente des Fabriques Francaises de l’Iode (33) zusammen- 


' Sm = Seemeile = 1,85 km. 
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ceschlossenen Fabriken und beziehen sich auf die von dem franzésischen 
Innenmarkt aufgenommenen Jodmengen. Auber dieser Entente gibt 
es aber auch noch einige selbstandige Betriebe. Von anderer Seite ist 
mir die Gesamtproduktion daher auch mit 90t angegeben worden. 
Fiir 1933 und 1934 ware die an die Luft verlorengehende Jodmenge also 
mit etwa 6,5 t einzusetzen. 


Bei der Betrachtung der Werte mu man sich dariiber klar sein, daB 
die Verschwelungen nicht gleichmafig Tag fiir Tag erfolgen, sondern recht 
stoBweise. Denn erstens wird die meiste Arbeitszeit der Guémoniers mit 
dem Ernten und Trocknen des Tangs erfiillt, zweitens wird sonntags so 
mut wie nie geschwelt, meist auch montags nicht. AuBerdem fallen noch 
eine Reihe von Festtagen weg. Weiterhin wird nicht geschwelt, wenn ein 
cuter Sardinen-, Langusten- oder Hummernfang in Aussicht steht. Es 
kommt hinzu, daB ab Le Conquet und bei Brest nach Nord und Nordost 
wohl fast das ganze Jahr Tang gesammelt und geerntet wird, aber erst 
nach Sonnenwende die Verschwelungen beginnen. —- An der Siidkiiste bei 
Penmare’h wird jedoch im ganzen Friihjahr, Sommer und Herbst geerntet 
und geschwelt. An der Westkiiste bei Audiern wird wohl das ganze Jahr 
vesammelt und geerntet aber erst im Herbst geschwelt. Besonders hier 
kommen dann betrachtliche Tangmengen etwa in der GréBSenordnung (23) 
von 7000 bis 10000 t Frischtang zusammen, die an einem bis zwei Tagen 
und Nachten in einem Kiistenabschnitt von etwa 3km Lange verschwelt 
werden. Da frischer Tang dem lufttrockenen gegeniiber etwa 80°, Wasser 
besitzt und bis 5°, Asche liefert, ergeben diese Mengen etwa 350t Asche 
mit 7t Jod. In die Luft gehen dabei etwa 0,5 t. 


Stehen die Rauchfahnen zu solchen Zeiten in das Innere des Landes 
und wandern kleinere geschlossene Luftkérper, denen der hochjodhaltige 
Rauch schlierenférmig beigemischt ist, rasch und ohne sich wesentlich 
zu mischen nach Osten, so kénnte man die stoBweise auftretenden hohen 
Jodwerte im Westen Deutschlands auf diese Verschwelungen in der 
Bretagne zuriickfiihren. Weiterhin kénnte man bei gleichzeitiger 
Messung an verschiedenen Punkten eine Reihe von Schliissen ziehen 
iiber den Weg der Wanderung der Luft, iiber die Schnelligkeit und den 
Grad der Entmischung solcher Schlieren. — Denn 0,5t Jod kénnen 
insgesamt immerhin 500 Milliarden chm um 1 y Jod anreichern, das 
wire im ganzen etwa ein Raum von 200: 3000: 833333 m. Dabei 
werden solche Schlieren hochjodhaltiger Luft zweifellos viel weniger 
breit sein als 3 km, des 6fteren abreiBen und infolgedessen einen bedeutend 
langeren Raum erfiillen. Man muB sich also vorstellen, daB eine lange. 
verhaltnismaBig schmale, vielfach gewundene und gerissene Front tiber 
eine verhaltnismaBig weite Fliche hinweg wandert. In diesem Zu- 
sammenhang sei erwihnt, daB die Entfernung von Brest nach der deut- 
schen Grenze etwa 800 km betragt und diejenige bis Frankfurt a. M. 
etwa 1000 km. — Tatsachlich ist es nun auch in der dortigen Gegend 
im Jahre 1933 gelungen, bei geeigneten Wetterverhiltnissen und zu 
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Zeiten solch starker Verschwelungen Jodst6Be zu } y je 1 cbm, ja sovar 
bis zu 3 y je 1 cbm zu verzeichnen. 


Diese Werte von Bad Nauheim sind noch nicht veréffentlicht wordey. 
da erst noch ein gréBeres Vergleichsmaterial iiber mehrere Jahre und vo), 
verschiedenen Punkten Mitteleuropas gesammelt werden soll. Zur Zeit 
sind daher zum ersten Male gleichzeitige Untersuchungen an entfernt von 
einander liegenden Punkten im Gang. Nach den heutigen Erfahrunve: 
scheinen die Schlieren der Rauchfahnen sich vornehmlich in den westliche 
und siidwestlichen Gegenden Deutschlands auf den Jodgehalt der Luft 
auszuwirken. Der Einflu8 auf den Jodgehalt der Niederschlage scheint 
dagegen wesentlich weniger értlich begrenzt, wie weiter unten gezeigt wird, 
Der Grund hierfiir ist jedenfalls der, daB das Jod nicht nur primar aus den 
Rauch in die Niederschlage gelangt, sondern fast iiberall und immer wiede: 
von der Oberflaiche des Bodens in kleineren Anteilen gasférmig abgegeley 
wird, sich in der Luft durch Bildung von Peroxyden oder Ammonium. 
verbindungen als Kondensationskern neuer Trépfechen auswirkt und so von 
Zone zu Zone langsam nach Osten weiter vordringt. 


Leider war es mir aus Zeitmangel nicht moéglich, die wichtigen und 
entscheidenden Untersuchungen iiber die Auswirkung der groBen Massen. 
verschwelungen an Ort und Stelle im Finistére zu untersuchen. Andeutungs. 
weise kann man sie nur aus dei beiden letzten Jodwerten von St. Briew 
erkennen, die immerhin zeigen, daB kurz nach der Sonnenwende eine starke 
Jodanreicherung der Luft des gesamten Gebietes der Bretagne und de: 
Normandie stattgefunden hat. Aber 14 Tage spater', nachdem die Ver- 
schwelungen um Quessant voll im Gange waren, waren zweifellos klarer 
Ergebnisse herausgekommen, die endgiiltig hatten erkennen lassen, ob 
das Jod der Luft in West- und Mitteleuropa vornehmlich von diesen in- 
dustriellen Vorgangen herriihrt oder nicht. 


Immerhin lassen sich mit den vorliegénden Zahlen schon einige 
hinweisende Berechnungen iiber die Gesamtjodzufuhr Mittel- und West- 
europas aus der Bretagne anstellen. 


Wenn man z. B. trotz der vornehmlich nach Osten wandernden 
Luftkérper annimmt, daB nur 70°, des in der Bretagne in die Luft ve- 
langenden Jods letztlich mit Niederschligen dem Festland zugefiihrt 


werden, so reicht diese Menge von 4,55 t aus, um 2,275 Billionen Liter 
Regenwasser um je 2 y Jod* anzureichern, das waren bei einem jahrlichen 
Mittel von 700 mm Niederschlag* 1400 y Jod je 1 qm auf 1625000 qkm. 


! Vorherige miindliche und schriftliche Erkundigungen iiber die Ver- 


schwelungszeiten hatten weder in Deutschland noch in Frankreich zu eine! 
brauchbaren Angabe gefiihrt. — ? Mittelwert von Niederschlagsunter- 
suchungen in Westdeutschland, Schlesien, Alpen und Karpathengebieten. 
Die hier herausfallenden hohen Jodwerte der Niederschlage in Schleswig- 
Holstein sind wahrscheinlich durch die értliche Anreicherung §geringe! 
Verschwelungen auf den dinischen Inseln zu erklaren. — * Nach eine: 
Mitteilung des Reichsamtes fiir Wetterdienst betragt das jahrliche Mitte! 
im Deutschen Reich vor dem Kriege 690 mm und bei den heutigen Grenzen 
700 mm. 
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[ie deutschen Verhaltnisse betreffs Niederschlagsmenge und mittlerem 
Jodgehalt zugrunde gelegt, kénnte also ein Gebiet der 3,5fachen GréBe 
des Deutschen Reiches versorgt werden. Das waren in Europa ungefahr 
die Lander, die im Siiden und Siidosten begrenzt werden durch Alpen 
und Niedere-Karpathen, die sich im Osten bis nach Westpolen erstrecken 
und im Norden mit dem Meere abschlieBen. 


Wenn nun auch als sicher anzunehmen ist, daB keine gleichmabige 
Verteilung des Jods der Verschwelungen durch die Niederschlige erfolgt, 
sondern daB die zugefiihrte Jodmenge naturgemafs mit der Entfernung 
abnimmt, so macht sich dies in den nahen Zonen wohl deutlich bemerkbar 
(Unterschied im Jodgehalt des Trinkwassers von St. Guénolé und St. Brieuc), 
aber viel weniger in den ferneren Zonen. Denn meine vergleichenden Jod- 
analysen im Westen und Osten Deutschlands, in den Karpathen und Alpen 
lieBen erkennen, daB der Jodgehalt der etnzelnen Niederschlage wohl mit 
der Entfernung und der Héhe abnimmt, daB dies aber, besonders im Gebirge, 
his zu einem gewissen Grade ausgeglichen wird durch eine gréBere Nieder- 
«chlagsmenge. Ostlich und Nordéstlich gelegene Trockengebiete, also 
gerade landwirtschaftlich wichtige Gegenden Deutschlands, erhalten natur- 
gemaB verhaltnismaBig wenig Jod. 


Diese Berechnung bzw. Betrachtung ist nicht ganz unwichtig. Das 
zeigt sich besonders dann, wenn man sie in Beziehung setzt zu der der- 
zeitigen Entwicklung der Jodproduktion in der Bretagne und den 
anderen Produktionsstatten an den europaischen Kiisten. Der Kiirze 
halber ist die Lage nach Punkten geordnet angefiilrt. 


1. Nach Angaben in der franzésischen Literatur (23) betrug die Menge 
des geernteten Tangs in den letzten Jahren vor dem Kriege mindestens 
das Doppelte wie in dem Jahre 1933. Damals konnten also in der Bretagne 
iiber 14t Jod jahrlich in die Luft gelangen. 

2. Nach Aussagen der Produzenten soll die Jodgewinnung aus Seetang 
wihrend des Krieges weiter bedeutend gesteigert worden sein. Zuver- 
lassiges Zahlenmaterial dariiber war allerdings nicht beschaffbar. 

3. Zu den gleichen Zeiten erfolgte nicht nur in der Bretagne, sondern 
auch in Schottland, Irland, Skandinavien und Diinemark eine entsprechend 
erhéhte Produktion. In letzteren Landern wurde und wird auch im Winter 
geschwelt. 

4. Im Gegensatz hierzu geht nach Ablauf des Salpeterabkommens am 
1. Januar 1934 und der damit verbundenen starken Preissenkung! auf dem 
Weltmarkt die europiische Produktion aus Seetang auBerordentlich zuriick. 
Nach widersprechenden Angaben betragt der heutige Riickgang in der 
Bretagne gegeniiber der Produktion vor wenigen Jahren 30 bis 80°,. Der 

1 Anfang Marz 1937 wurden die Preise (33) von der Entente des Fa- 
briques Frangaises de l’Iode um 50°, gegeniiber 1936 in Frankreich heraut- 
gesetzt. Geschiitzt durch einen hohen Jodzoll kostet dort also jetzt Tang- 
asche mit 1 kg Jod (0,5 bis 2,0 dz. Asche) 65 bis 90 Frs., daraus gewonnenes 
Rohjod 160 bis 180 Frs. je 1 kg. In Deutschland bzw. auf dem Weltmarkt 
betragt der Preis fiir aus Chile eingefiihrtes Rohjod demgegeniiber zur Zeit 
nur 5,50 RM je 1 kg, also etwa ein Drittel. 

g* 
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gleichzeitige Riickgang in Norwegen, Schottland und Danemark soll doy; 
schon fast zum vo6lligen Stillstand gefiihrt haben. Immerhin wurden ac 
franzOésischen Angaben (25) von Norwegen noch an 50t Jod im Jahre 1434 
gewonnen, was damals als ein starker Riickgang gebucht wurde. Um 
gekehrt steigt die Jodproduktion in Portugal und Spanien, ist aber begrenz; 
durch die verhaltnismaBig geringe Aufnahmefahigkeit des jeweiligen Innen 
marktes. 


Sollte diese Verminderung der nun schon iiber mehrere Jahrhunderte! 
durchgefiihrten Tangverschwelungen weiter anhalten, und das Jod der 
Luft in Mitteleuropa wirklich zu einem betrachtlichen Teil aus diesen 
industriellen Vorgingen stammen, was nach vorliegenden Unter. 
suchungen immerhin anzunehmen ist, so diirfte sich der Riickgang iiber 
kurz oder lang auch auf den leicht mobilisierbaren Jodgehalt unseres 
Ackerbodens und damit letztlich auch auf den Jodgehalt unserer Nahrung 
auswirken. 


Zur Darlegung dieser wichtigen Frage sei daher zuerst einiges iiber 
die bioklimatische Bedeutung des atmospharischen Jods angefiihrt. 
Hierbei werden zunachst die Verhaltnisse in den den Verschwelungen 
ferneren Gebieten, d. h. in Deutschland und in Mitteleuropa, betrachtet, 
sodann erst diejenigen in der Bretagne. 


Zum besseren Versténdnis ist es notwendig, zuvor anzugeben, dal} 
nach den fiir die Jod-Kropftherapie in der Schweiz maSgebenden Arbeiten 
von Eggenberger (15), die dieser gemeinsam mit Hunziker (24) und v. Fellen- 
berg (17) durchgefiihrt hat, die optimale Tagesverbrauchsmenge von Jod 
1 bis 2 y je 1 kg Korpergewicht betragt. Sobald die tagliche Jodaufnahme 
je | kg dauernd unter 1 » sinkt, so entsteht iiberall und unabhangig von 
anderen Umweltfaktoren fiir den Menschen die Kropfgefahr. Infektion, 
Intoxikation, Fett- oder Kabisnahrung werden dabei individuell als kropf- 
ausl6sende Gelegenheitsursache anerkannt. Weiterhin geben obige Forscher 
an, da iiberall, wo die natiirliche Jodrelation ~vahrend des ganzen Lebens 
2 y erreicht, auch bei groBem endogenem Jodbedarf, wie z. B. bei Graviditat, 
Wachstum, Pubertat, Infektion und Intoxikation jede Gefahr fiir ende- 
mischen Kropf ausgeschaltet wird. Weitere Erfahrungen in der Jod- 
Kropftherapie in den ausgesprochenen Kropfgebieten der Schweiz haben 
ergeben, da} diese tiagliche Dosis von 2 y je 1 kg Kérpergewicht auf langere 
Zeit hin nicht tiberschritten werden darf, da bei empfindlichen Menschen 
sonst Fille von Basedow auftreten kénnen. 


1 Siehe dariiber (23) und nachfolgenden Auszug eines Briefes aus der 
Bretagne, der mir liebenswiirdigerweise von der Chilesalpetergesellschatt, 
Berlin, zur Verfiigung gestellt wurde: ...Le brailage des varechs en Bre- 
tagne remonte & plusieurs centaines d’années. En effet, sous Louis XIV les 
soudes étaient bralées aprés autorisation spéciale du Roi et les cendres 
résultant de ces brilages étaient livrées & des glaceries (St. Gobain). A cet 
époque les soudes n’étaient pas traitées en vue de la fabrication de liode: 
ce n’est seulement qu’en 1820 que cet usage a donné lieu & l’éclosion de 
quelques fabriques d’iode sur la céte bretonne. 
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Chemisch-bioklimatische Studien in der Bretagne. 


Im AnschluB hieran soll gezeigt werden, daB es sich bei dem mit 
der Luft bzw. mit den Niederschlagen auf die Oberflache des Bodens 
gebrachtem Jod in iiberwiegender Menge um fiir Nutzpflanzen leicht 
mobilisierbare Formen handelt. 


Um dies deutlich zu machen, folgt zunachst eine Aufstellung nach 
vy. Fellenberg (17) iiber die Bindungsart des Jods in Béden. 
Wasseriger Auszug, anorganisches Jod. ........ 10 y/kg 
Pottascheauszug, absorbiertes und organisch gebundenes 
Jod i “iw "ee So Te ee ae ee er = 4 2° eS ee" % SSO 


. 


HCl-Lésung nach Pottascheauszug, von Erdalkalien ein- 
£ 


geschlossenes Jod Poked, fake ae ok tlt aa taal A" 
Im Riickstand fest gebundenes Jod, in Silikate einge- 
OME Saha Oe eh REE OS ee 


2202 y/kg 


Man sieht aus den Ergebnissen, daB im Boden oft nur geringe Mengen 
léslichen Jods vorliegen, wahrend auf demselben. Boden wachsende kleine 
Pflanzen, wie Gras und Spinat, viel Jod in ihren Blattern aufspeichern. 
In Grasbiischel, die auf normalem Boden mit einem Gesamtjodgehalt von 
1345 » je kg gewachsen waren, konnte in den Blattern 13450 y je kg ge- 
funden werden und in den Wurzeln nur 6466 y je kg (5). Es ist erstaunlich, 
welche verhaltnismaBig groBe Jodmengen gerade in den Blattern dicht 
iiber dem Boden zu finden sind im Gegensatz zu dem Jodgehalt in den 
Blattern in héheren Lagen iiber dem Boden. Auf diese Erscheinung hat 
auch schon v. Fellenberg (17) vor vielen Jahren hingewiesen. Eine weitere 
Reihe von Beobachtungen und Untersuchungen laBt als gewiB annehmen, 
daB die Pflanzen ihren Hauptjodbedarf durch Atmung und zu einem nicht 
zu unterschatzenden Anteil auch aus dem zumeist jodreichen Tau der Luft 
aufnehmen. Das hei®Bt also, der Jodgehalt der Pflanzen wird zu einem 
betrachtlichen Teil aus denjenigen Jodmengen gedeckt, die zuvor mit den 
Niederschlagen der Oberfliche des Bodens zugefiihrt wurden und durch 
Pseudokatalysatoren wie Eisen, Mangan und durch die vom Licht erzeugten 
oxydierenden Stoffe, wie Ozon und Nitrit, leicht abspaltbar sind. D, Schmidt 
hat bei einer Arbeit der I. G. Farbenindustrie in Oppau nach Gaus und 
Griessbach (18) nachgewiesen, da8 bei einem Mittelwert von 0,67 y Jod 
je lebm Luft der normale Jodgehalt unserer Nutzpflanzen hinreichend 
aus der Luft gedeckt werden kann. — Zur Ubersicht soll hier eine weitere 
Aufstellung folgen iiber die bisherige natiirliche Jodbilanz eines Ackers 
unter Zugrundelegung einer oberen, etwa 10cm tiefen Bodenschicht (spez. 
Gewicht 1,5) mit 2000 y Jod je 1 kg und einer Pflanzendecke, die 3000 bis 
6000 kg/ha Trockensubstanz liefert. 

Gententiod des Bodews.... 2 1. ee te hw eo es MORO giha 
Leicht mobilisierbares Jod des Bodens. ........ 15,0 g/ha 
Durch Niederschlage zugefiihrtes Jod ......... 14,0 g/ha 
Durch Assimilationsluft von den Pflanzen aufgenommenes 

ea eS ei I SN Ee et Ae gt ee ee 


Jahrlicher Entzug durch die Ernte .. . . . . .0,3— 3,0 g/ha 
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Der diesen Berechnungen zugrunde gelegte Mittelwert von 0,67 y cb 
wurde durch v. Fellenberg vor tiber 10 Jahren gefunden. Meine Arbeiiey 
vor etwa 5 bis 6 Jahren ergaben nur noch einen Mittelwert von etwa 
0.4 y je lcbm. Heute aber liegt er in Mitteleuropa zweifellos bedeutend 
tiefer, nach den bisherigen Untersuchungen mindestens um eine Zehner 
stelle. AuBerdem nimmt der Jodgehalt der Niederschlage ab. In welcher 
Menge, ist allerdings noch nicht bestimmt anzugeben, da das Vergleichs 
material fehlt, aber letztlich muB diese Verminderung der Abnahny 
des Jodgehalts der Luft parallel gehen. — Auf jeden Fall wird dure’, 
diese Vorginge die fiir den Jodgehalt der Pflanzen entscheidende Menye 
des leicht mobilisierbaren Jods mit der Zeit stark herabgedrangt werden 
Bei intensiver Bewirtschaftung des Bodens kann also von einer Deckunyg 
des fiir die tierische und menschliche Nahrungsgrundlage notwendigen 
Jods unserer Nutzpflanzen aus dem Jodgehalt der Atmosphare kaun 
mehr die Rede sein. Ein geniigender, schnell genug eintretender Ersatz 
aus den Jodreserven des Bodens, den schwerléslichen Verbindungen, ist 
auBerdem unwahrscheinlich, da normalerweise in den nicht ausye 
sprochen sauren Béden das Absorptionsvermégen dem Abspaltungs 
vermégen kleinen Jodmengen gegeniiber bei weitem iiberwiegt. In 
diesem Zusammenhang mu erwahnt werden, daB gerade in den Jahren 
in denen ein héherer Jodgehalt der Luft gefunden wurde, die Diingung 
mit jodhaltigem Chilesalpeter nur etwa 20 bis 30 ° der heutigen Diingung 
betrug. Im Jahre 1933, in dem die zuvor erwahnten hohen Jodstébe 
beobachtet werden konnten, fand sogar keinerlei Einfuhr von Chile- 
salpeter statt. An Vergleichszahlen sei angegeben, daB in den Jahren 
1920 bis 1927 jahrlich etwa 10000 bis 30000 t Chilesalpeter eingefiihrt 
wurden. In den Jahren 1928 und 1929 ging die Einfuhr auf 100000 1 
jabrlich hinauf und danach wieder herunter, auf jahrlich 70000 bis 
80000 t. Nach Angaben der Chilesalpetergesellschaft Berlin enthalt 
eine Tonne frischen Chilesalpeters im Durchschnitt 250g Jod. Aus 
der Literatur (36) ist zu entnehmen, daB der Jodgehalt des zum Gebrauchi 
kommenden Salpeters jedoch geringer ist und sehr stark schwankt 
Die dort angefiihrten Proben enthielten 7 bis 100 g Jod je t. Hiernacl: 
dirfte kein Zweifel dariiber bestehen, daB das dem deutschen Ackerboden 
durch Chilesalpeter insgesamt zugefiihrte Jod an die mit den Nieder- 
schligen zugefiihrten Jodmengen heranreicht oder sie sogar iibertrifft. 
Aber abgesehen von der ungleichmaBigen Verteilung und Uberdosierung 
an einzelnen Orten, wirken sich diese Jodzufuhren in der allgemeinen 
landwirtschaftlichen Jodbilanz nur wenig aus. Denn der leicht lésliche 
Chilesalpeter verschwindet sehr rasch unter der sauerstoffreichen 
Oberfliche des Bodens und das Jod kann infolgedessen bald in festere 
Bindungen iibergehen. Der verhaltnismaBig kurze und hohe Stol 
leicht mobilisierbaren Jods nach einer starken Diingung mit frischer 
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Chilesalpeter kann sich also wohl auf den Jodgehalt der Pflanzen des 
betreffenden Ackers stark auswirken, aber kaum oder nur wenig auf 
denjenigen der Pflanzen benachbarter oder gar ferner gelegener Acker. 


Um vollstandig zu sein, muB hier auch noch angefiihrt werden, dab 
die aus der Verbrennung der Kohle in die Luft gelangenden Jodmengen, die 
Wilke-Dorfurt (39) fiir die gesamte Welt auf 6000 t jahrlich berechnet, nicht 
von groBer Bedeutung fiir die Landwirtschaft sind. Denn erstens verbreiten 
sie sich tiber einen sehr groBen Raum; zweitens besitzen die in Deutschland 
in groBer Menge gebrauchten Braunkohlen nur einen geringen Jodwert, 
etwa | mg/kg gegeniiber dem Gesamtmittel von 6 mg/kg. Weiterhin ist ein 
hetrachtlicher Teil des Jods fest gebunden an Ru®B- und Flugascheteilchen 
und verschwindet mit diesen unter der Oberfliche des Bodens, ehe es in 
biologisch wirksame, leicht mobilisierbare Formen iibergeht. 

An dieser Stelle sei noch erwahnt, daS selbstverstandlich ein Teil des 
atmospharischen Jods unmittelbar mit dem Spritzwasser aus dem Meere 
in die Luft gelangt. Setzt man den Verlust des Meeres an Spritzwasser 
gleich seiner Verdunstung [nach H. Wiist in Hann-Siiring (22) 84,2 em 
jahrlich], so gelangen nach einer Rechnung von H. Kohler (29) 56,28 Milli- 
arden t Meerwasser auf der gesamten Erdoberfliche jahrlich in die Luft. 
Da Meerwasser nach v. Fellenberg (17) im Mittel 23 y Jod je 1 Liter enthalt, 
kénnten auf diesem Wege rund 1300t Jod jahrlich an die Atmosphare 
abgegeben werden, was bei einer Luftschicht von 1000 m Hohe iiber dem 
Erdboden nur 0,0025 7 Jod je 1 cbm ausmacht und in den Niederschlagen 
héchstens 0,125 bis 0,25 y je 1 Liter (tatsachliches Mittel 2y/Liter). Nimmt 
man eine dickere Luftschicht an, so werden die errechneten Werte natu 
gemaB noch wesentlich geringer. -——- Ein Teil des Jods wird iibrigens auch 
dureh oxydierende Vorgange an der Oberflache des Meeres als Gas ent- 
weichen. -~ Zu diesem Jod kommt dann noch das Jod aus Kratern (19) (32) 
und Fumarolen, iiber dessen Menge wir uns heute iiberhaupt noch keine 
Vorstellung machen kénnen. 

Zusammenfassend kann man also sagen, daB das leicht mobilisier- 
bare in Luft und Niederschlagen erscheinende Jod von wesentlicher 
biologischer Bedeutung ist, da es durch seine starke Einwanderung in die 
Nahrungspflanzen deren Jodgehalt entscheidend beeinfluBt. — Bei den 
verhaltnismaBig groBen Jodmengen, die an den verschiedenen Jod- 
produktionsstellen an den europaischen Kiisten stoBweise in die Luft 
gelangen k6nnen und bei der nur geringen Anreicherung durch das 
unmittelbar aus dem Meer aufsteigende Jod ist also eine Beeinflussung 
des mitteleuropdischen Jodmilieus durch die Verschwelungen durchaus 
méglich. — Bei der Wichtigkeit der Frage ist es allerdings dringend 
notwendig, daB die Untersuchungen in der Bretagne zu einem Zeitpunkt 
der Hauptverschwelung eingehend wiederholt werden zur Bestatigung 
und Erginzung vorliegender Ergebnisse. 

Bei einem wesentlichen Absinken des Jodgehalts der heute iiblichen 
Nahrung ware tibrigens ein von Devisen wenig belasteter Ausgleich mdglich 
durch eine starke allgemeine Erhéhung des Verzehrs von Meerestieren 
jeglicher Art. Dieser Ausgleich hatte auBerdem, im Gegensatz zu der in der 
Schweiz angewandten kiinstlichen Jodzufuhr mit dem Kochsalz, den Vorteil, 
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ein natirlicher zu sein, der dem Kérper erhéhte Joddosen in vollkommen 
ungefaihrlicher Form zufihrt. 


Neben dieser soeben besprochenen indirekten bioklimatischen [e- 
deutung des Jods der Luft tritt die Bedeutung einer unmittelbaren 
Beeinflussung durch die Aufnahme von Jod mit der Atemluft in den 
mitteleuropaischen Gebieten zuriick. Die biologische Wirkung der kurzen 
hohen Jodst6Be in Westdeutschland ist auBerdem wegen des Fehlens 
geeigneten Beobachtungsmaterials noch in keiner Weise untersucht. 


Von groBer biologischer Bedeutung ist aber zweifellos das Jod von 
Luft und Niederschligen in der Bretagne selbst. Aus den gesamten 
vorne angefiihrten Werten ist sofort ersichtlich, daB dort die in der 
Schweiz bei der Jod-Kropftherapie als ungefahrlich angegebene tagliche 
Joddosis bei weitem iiberschritten wird. Man miiBte also annehmen, 
daB sich besonders bei den Arbeitern in den Jodfabriken die verderb- 
lichsten Folgen zeigten. Davon aber ist zunachst gar nichts zu bemerken. 


Riicksprachen mit den dortigen Arzten, u. a. mit dem Regierungsarzt 
in Quimper, Herrn Dr. Tuset, deni ich auch an dieser Stelle meinen Dank 
ausspreche, haben ergeben: 

1. Die Kiistenbevélkerung ist auBerordentlich tuberkulés, besonders 
Knochentuberkulose herrscht vor. Nach Osten zu laBt die Héufigkeit nach. 


2. Endemischer Kropf ist trotz Inzucht und Tuberkulose sowohl bei 
Kelten, Franzosen germanischer oder’ romanischer Herkunft, wie auch bei 
Juden vollig unbekannt. Nur in den 6stlichsten Gebieten treten nach 
meinen Beobachtungen schwache SchilddriisenvergréBerungen in der Zeit 
der Pubertét und der Schwangerschaft auf. 


3. Basedoide Erkrankungen verlaufen unmittelbar an der Kiiste rasch 
zum Exitus. Es sind daher dort praktisch keine basedoiden Erscheinungen 
anzutreffen. Abseits der Kiiste, im Innern des Landes, wo weit weniger 
Fischnahrung aufgenommen wird, tritt vereinZelt Ophthalmie u. a. auf. 

4. Der AlkoholgenuB ist ebenso wie bei anderen Kiistenbevélkerungen 
groB. 

5. Die keltische Bevélkerung ist au®Berordentlich kinderreich; zwolt 
Kinder und mehr sind leicht anzutreffen. 

6. Der keltische Mensch nimmt das Schicksal des friihen Sterbens 
durch Krankheit und auf der See gelassen hin. Gezwungen durch sein 
politisches Schicksal, der Vernichtung der vélkischen Selbststandigkeit, 
ist er unter Erhaltung arteigener Sprache und Kultur aus einer Zeit der 
Verstadterung im 15. Jabrhundert zuriickgekehrt in den Rhythmus der 
Natur und lebt mit Wind und Wetter, mit Ebbe und Flut fern aller Hast 
und ohne die Spannungen eines zu engen Wohnraumes der verstadterten 
oder gar GroBstadtbevélkerungen, aus deren Kreisen heute die Mehrzah! 
der Basedowkranken stammen diirften. Uber die traumerischheitere und 
doch todes:nahe Lebenshaltung der Kelten siehe bei Calvez (4). 


Hierzu ist zu sagen, daB durch die Tuberkulose ein gewisses Mehr 
an Jod ohne besondere auBere Wirkungen verbraucht werden kann, 
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wie ja auch die Untersuchungen auf dem Hunsriick (5) ergeben haben. 
[ne mit Nahrung, Wasser und Luft aufgenommenen Jodmengen gehen 
in der Bretagne jedoch weit iiber die als ungefahrlich in Erfahrung ge- 
brachten taglichen Joddosen hinaus, und man muB bei der Uberzahl 
nicht basedoider Menschen besonders an der Kiiste daher nach einem 
Puffer suchen, der die biologische Wirkung des Jods mildert. Es gibt 
deren nun tatsachlich eine ganze Reihe. Erstens ist es die tiberwiegende 
Fisch- und Krustentiernahrung. Mit ihr wird ein solcher UberschuB 
an ungesattigten Fetten und auch an Farbstoffen zugefiihrt, daB ganz 
zweifellos eine beachtliche Menge Jod von deren freien Bindungen fest- 
gehalten werden muB. — ErfahrungsgemaB wirkt ja auch, wie vorn 
schon angegeben, Fett- und Kabisnahrung kropfférdernd. Ob diese 
Arbeitshypothese in allem zutreffend ist, laBt sich heute allerdings 
noch nicht entscheiden. Immerhin ist zu beachten, daB im Innern 
des Landes, also dort, wo die Fischnahrung stark zuriicktritt, Oph- 
thalmie beobachtet werden kann. — Ein zweiter Puffer der schadlichen 
Wirkung des Jods ist das Caleium, das wegen des hohen Gehalts der 
Acker an Muscheln wie auch wegen des Kalkgehalts der zum Teil mit 
den Krusten verzehrten Meerestieren gleichfalls durch die Nahrung 
zugefiihrt wird. — Ein dritter Puffer ist das Chlor, das auch in erhéhtem 
Ma8B mit der Nahrung als Chlorid und in den Jodfabriken als Chlor und 
Chlorid neben Brom mit der Luft aufgenommen wird. Nach Arbeiten 
von M. Kochmann (28) drangt Chlorid die biologische Wirkung des 
Jods weitestgehend zuriick. — AuBerdem ist darauf hinzuweisen, dah 
Luft, Regen und Boden der Bretagne nicht nur sehr reich an Jod, sondern 
auch sehr reich an Brom sind, iiber dessen biologische Wirkung wir heute 
noch sehr wenig wissen. Vielleicht haben wir es bei den hohen Jod- 
konzentrationen auch mit einer gewissen Umkehrwirkung zu tun. 

Mit Bezug auf das haufige Vorkommen von Tuberkulose mu noch 
darauf hingewiesen werden, daB an der Kiiste der Normandie bei Bayeux, 
etwa 150km von der nachsten Verschwelungsstelle in der Bretagne, sich 
ausgedehnte Tuberkuloseheilstatten befinden. Das Milieu dieser Gegend 
ist jodreich, worauf die franzésischen Arzte die Heilerfolge zuriickfiihren, 
aber doch viel jodarmer als dasjenige der Bretagne. Es ist dort nicht neblig 
und nicht stiirmisch. Die Gesamtstrahlungsintensitat ist gro®. 

All diese eigenartigen sich scheinbar widersprechenden biologischen 
Vorgange und Erscheinungen im bretonischen Milieu diirften nicht zuletzt 
in der in Punkt 6 gezeigten Lebenshaltung ihre Ursache haben. Aber, und 
das muB ebenso hervorgehoben werden, diese Ursache ist zum Teil wiederum 
eine Folge, eine Reaktion auf die einzigartigen klimatischen und insbesondere 
chemisch-klimatischen Verhaltnisse. 


Zusammenfassung. 


1. Die Bretagne ist eine der nordwestlichsten Vorst6Be des euro- 
paischen Festlandes, besitzt iiberwiegend einen Untergrund aus Ur- 
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gestein und wird von keltischen und normannischen Fischern und Bauern 
bewohnt. Das Klima ist ausgesprochen maritim (stiirmisch). 

2. Selbst im Innern des Landes enthalten die Niederschlage im 
Mittel sechsmal soviel Salz wie in anderen europaischen Kiisten. 
gegenden. 

3. Infolge der Verschwelungen groBer Mengen jodreichen Seetangs 
diirfte das Land eines der jodreichsten Gebiete Europas sein. Der Jod- 
gehalt der Luft liegt im Sommer, zu Zeiten, da keine Verschwelunyen 
stattfinden, etwa 30mal héher als zu den gleichen Zeiten in Berlin. 
Beim Beginn der Verschwelungen steigt der Jodwert rasch auf da: 
300- bis 500fache und im Hochbetrieb iiber das 1500fache hinaus 
Unmittelbar im Rauch einer Verschwelung steigt er weiter auf das 
75000fache und in einer Jodfabrik auf das 11250000fache. — Der 
Jodgehalt des Regens und der des Trinkwassers ist gleichfalls auber- 
ordentlich hoch. — Ebenso iiberschreitet der Jodgehalt des Acker. 
bodens bei weitem alle normalen Jodwerte mittel- und westeuro- 
piischen Kulturbodens, obgleich das Urgestein einen Normaljodgehalt 
besitzt. 

4. Bei den Seetangverschwelungen gelangen auBer Jod grole 
Mengen Brom, Kalium-, Calecium-, Ammoniumsalze u. a. in die Luft, 
die sich infolge ihres stark hygroskopischen Charakters als Konden- 
sationskerne zur Bildung von Trépfchen bzw. Wolken auswirken, und 
mit der Luft weit in das Innere des Festlandes wandern. (Der Regen 
aus solchen Wolken mu8 im Gegensatz zu -normalen Niederschlagen 
schwach alkalisch sein.) Bei geeigneter Wetterlage konnten durch 
Verschwelungen verursachte straBenartige schmale Wolkenstreifen weit 
iiber 100 km von ihrem Ursprung verfolgt werden. 


5. Kine Berechnung hat ergeben, daB man die im Jahre 1933 in 
Westdeutschland beobachteten hohen JodstéBe in der Luft auf die zur 
gleichen Zeit erfolgten Verschwelungen in der Bretagne zuriickfiihren 
kann. 


6. Unter Zugrundelegung des jahrlichen Niederschlagsmittels und 
des mittleren Jodgehalts der Niederschlage im Deutschen Reich und bei 
der Annahme, daB trotz der vornehmlich nach Osten wandernden Luft 
nur 70 %, des bei den Verschwelungen in die Luft gelangenden Jods /etz/- 
lich mit den Niederschligen dem Boden des Festlandes zugefiihrt werden, 
ergibt eine zweite Berechnung, daB das in den Jahren 1933 und 1934 
bei der Jodproduktion in der Bretagne in die Luft gelangte Jod (jahrlich 
etwa 6,5t) bei weitem ausgereicht hat, um die Niederschlage eines 
Gebietes der 3,5fachen GréBe des Deutschen Reiches auf den dort 
iiblichen mittleren Jodgehalt der Niederschlige, 2 y/Liter, zu bringen. 
Man kann also durchaus von der Méglichkeit einer Beeinflussung des 
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mitteleuropaischen Jodmilieus durch die bretonische Jodindustrie auf 
dem Wege der Luft sprechen. Ein derartiger EinfluB der gesamten Jod- 
produktionsstatten an den verschiedenen europaischen Kiisten darf als 
gewiB angenommen werden. 


7. Da die Jodproduktion in der Bretagne, in Schottland, in 
Skandinavien und in Danemark seit 1934 teilweise bis zum Stillstand 
zuriickgegangen ist, muB befiirchtet werden, daB der aus den Nieder- 


schlagen stammende leicht bewegliche, biologisch wirksame Jodgehalt 
unserer Ackerbéden bald merkbar abnimmt. Schon heute diirfte der 
Jodgehalt der Luft etwa eine Zehnerstelle tiefer liegen als vo’ 10 Jahren. 
Von einer geniigenden Deckung des fiir die tierische und menschliche 
Nahrungsgrundlage notwendigen Jods unserer Nutzpflanzen aus der 
Luft, wie sie auf Grund der friiheren Jodluftuntersuchungen als fest- 
stehend angenommen werden mute, kann also schon heute keines- 
falls mehr die Rede sein. 


8. Die biologische Bedeutung des hohen Jodgehalts im bretonischen 
Milieu zeigt sich im volligen Fehlen von endemischem Kropf. Auer in 
den 6stlichen Gebieten fehlen sogar die Pubertaéts- und Jugendkrépfe. 
Es fallt demgegeniiber auf, daB basedoide Erscheinungen so gut wie nicht 
angetroffen werden. — Die Tuberkulosehaufigkeit, besonders Knochen- 
tuberkulose, ist groB und nimmt von Westen nach Osten, also mit der 
Entfernung von der stiirmischen Kiiste, deutlich ab. 
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Untersuchungen iiber die Starke. 


IV. Mitteilung: 


Die Hydrolyse der Starke durch 7,5- und 15%ige Salzsiure bei niedrigen 
Temperaturen. 


Von 
A. Tychowski und S. Masior. 


(Aus dem Institut fiir Landwirtschaftliche Technologie der Polytechnischen 
Hochschule Lwéw, Dublany bei Lwéw, Polen.) 


(Eingegangen am 31. Mai 1937.) 


Die Einwirkung der Mineralséiuren auf Starke wurde von mehreren 
Autoren untersucht; auf ihr beruht die Darstellung der Lintnerschen 
lishichen Starke. EF. Fouard (1) hat festgestellt, daB bei mehrmaliger 
Waschung der Starke mit Salzsaéure fast alle Aschebestandteile entfernt 
werden und nur Phosphorséure in der Starke verbleibt. M.Samec und 
S. Jeneié (2) sind der Meinung, daB die Lintnersche lésliche Starke durch 
Desaggregation unter dem EinfluB8 der H-Ionen entsteht und fast die ganze 
Phosphorsaéure in der Esterform einschlieBt, obgleich die MolargréBe der 
Stirkesubstanz unter 45000 bis 50000 gesunken ist. D. R. Nanji und 
R.G. L, Beazeley (3) stellten fest, daB Salzsiure in Konzentrationen von 
7 bis 12°, die native Starke, und zwar abhangig von der Saurekonzentration 
ind der Temperatur, in 1 bis 10 Tagen in lésliche Starke umwandelt. Sie 
behaupten, daB dabei die Verseifung der Amylophosphorséure die erste 
Stufe darstellt, trotzdem braucht bei der Umwandlung in lésliche Starke 
keine quantitative Abscheidung der Phosphorsaure stattzufinden. P. Not- 
tin (4) untersuchte den EinfluB von Temperatur, Erhitzungsdauer, Saure- 
und Starkekonzentration auf die Bildung von Glucose. Er stellte dabei fest, 
daB Glucose sofort nach dem Beginn der Hydrolyse gebildet wird. Durch 
Veranderung der Hydrolysebedingungen wird nur die Geschwindigkeit des 
Prozesses verandert, nicht aber die Bildung der Produkte in qualitativer 
Hinsicht. Der Autor meint ferner, da8 Starke bei der Einwirkung von 
Sauren gleichzeitig in mehrere Produkte, und zwar Glucose, Maltose, 
reduzierende und nichtreduzierende Zucker, zerlegt werden kann. R. G. 
Fargher und M. E. Probert (5) unterschieden bei der Einwirkung von ver- 
linnten Sauren auf Starke bei 40° zwei Stadien der Hydrolyse: das erste 
soll bis zur léslichen Starke fiihren, im zweiten soll die Menge an reduzieren- 
den Substanzen zunehmen, wobei die Geschwindigkeit der Hydrolyse 
konstant bleibt und von der Temperatur und der Konzentration der Starke- 
substanz abhangt. Die Saéurekonzentration soll dabei der Geschwindigkeit 
der Hydrolyse direkt proportional sein. 

Das Ziel unserer Arbeit war die Feststellung der Veranderungen, 
welchen die Starke bei langer Einwirkungsdauer (1 bis 30 Tagen) mit 
7,5- bzw. 15°%iger Salzsiure bei Zimmertemperatur (20°) unterliegt. 
Wir untersuchten den EinfluB der Einwirkungsdauer auf den Hydrolyse- 
srad und bestimmten die Verteilung der Asche auf die Salzsiurelésung 
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und den nichtgelésten Teil der Starkesubstanz. Daneben wurden dic 
Eigenschaften der erhaltenen léslichen Starken und Dextrine gepriift 
und mit denen der urspriinglichen Starke verglichen. Insbesondere 
wurde dabei die Phosphorsiuremenge ermittelt und die Bindungsweise 
der Phosphorsiure in der Starkesubstanz studiert. Spater wurde dic 
Hydrolyse bei Einwirkung von f-Amylase und « + f-Amylase unter. 
sucht, sowie die Viskositat der Lésungen aller erhaltenen Praparate 
miteinander verglichen. 


Versuchsteil. 


Wir benutzten Kartoffelstarke der Fabrik Lubon-Wronki mit einem 
Gehalt von 17,81°, H,O, 0,272°%, Asche und 0,162°, P,O; in der Trocken- 
substanz. Zur Untersuchung des Hydrolyseverlaufs wurden acht Proben 
der Zusammensetzung 200g Starke + 600cem 7,5- bzw. 15°.iger H('! 
angesetzt. Blindversuch mit 200g Starke + 600cem Wasser + 10 ccm 
Toluol. Die Proben wurden in 1000-cem-Stépselflaschen unter 6fterem 
Umschiitteln bei Zimmertemperatur (etwa 20°) aufbewahrt. Nach 1, 10, 
20 und 30 Tagen wurde die HCl-Lésung abdekantiert, abfiltriert und 
untersucht. Der nicht geléste Starkeanteil wurde sorgfaltig bis zu einer 
Waschwasserreaktion von etwa pu 4 und bis zum Verschwinden der ('\’- 
Reaktion mit destilliertem Wasser gewaschen, 2 bis 3 Tage an der Luft 
getrocknet und sodann in Stépselflaschen aufbewahrt und analysiert. 
Die HCl-Lésungen wurden auf Asche- und Phosphorsauregehalt, unmitte! 
bares Reduktionsvermégen sowie dasjenige nach dreistiindiger Hydrolys 
mit HCl untersucht. Analog wurde das Wasser des Blindversuchs nac! 
30tagiger Einwirkung auf Starke untersucht. In den nicht gelésten 
Anteilen der Starke wurden bestimmt: Wassergehalt, Gehalt an Asche. 
P,O;-Menge, Hydrolyse mit « + f-Amylase und /-Amylase und relative 
Viskositat. Die Phosphorsaéure in der Asche der HC]-Lésungen wurde genau 
nach Lorenz (6) bestimmt. Bei den Stiarkepriparaten muBte dagegen dic 
Substanz zunachst auf nassem Wege mit HNO, verbrannt werden, da sich 
bei der unmittelbaren Veraschung die ganze Phosphorsaure verfliichtigt, was 
wahrscheinlich auf der Reduktion der H,PO, zu freiem P beruht. Da das 
Ergebnis der P,O,;-Bestimmung im starksten MaBe von der Art des Vor- 
gehens abhangt, wird das von uns benutzte Verfahren méglichst genau 
angegeben: 5g der abgewogenen Substanz wurden im Kjeldahl-Kolben 
mit 75 cem HNO, (spez. Gew. 1,4) iibergossen und allmahlich bis zum Ein- 
setzen der exothermen Reaktion erhitzt, bei welcher eine starke Ent- 
wicklung von Stickstoffoxyden auftritt. Nach Beendigung der Reaktion 
wurde die Lésung stiarker erhitzt und dabei auf etwa 50 ccm eingeenzt. 
In die kochende Lésung wurde eine Mischung von 30 ccm HNO, (1.4) 
+ 1,3cem H,SO, (1,84) portionenweise zur Ersetzung der verdampften 
HNO, eingetropft. Wenn die Lésung noch Stickstoffoxyde entwickelte, 
wurde weiter H NO, (1,4) zugesetzt. Nach der Verbrennung der organischen 
Substanz wurde die Lésung in ein 250-cem-Becherglas quantitativ iiber 
tragen, auf 50 ccm eingedampft und im weiteren genau nach der Vorschriit 
von Lorenz verfahren. Der Zusatz von H,SO, wurde so gewahlt, da! 
50 cem der zur Phosphorséurebestimmung benutzten Lésung die fiir dic 
Lorenzsche Methode nétige Menge enthielten. 

Das unmittelbare Reduktionsvermégen der sauren HCl-Lésungen sowie 
das nach Hydrolyse wurde nach Neutralisierung der Séure nach Bertran/ 
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bestimmt, aus Glucose auf Starke umgerechnet und in Prozenten der ver- 
mckerten Starke bezogen auf die benutzte Starkesubstanz ausgedriickt. 
Die Viskositat haben wir fiir Lésungen von 1,0000 g (Trockensubstanz) in 
100 cem mit dem Ostwaldschen Viskosimeter bei 20° ermittelt. Dabei wurde 
die Korrektur von Hagenbach-Coutte nicht beriicksichtigt. 

Beziiglich der Untersuchung der Hydrolyse von Praparaten mit Amy- 
lasen verweisen wir auf unsere friihere Mitteilung (7). 

Bei der Abscheidung durch Alkoholfallung des in H Cl-Lésung gelésten 
Anteils der Starke wurde auf die iibliche Weise verfahren (7), wobei jedoch 


Tabelle I. 


200 g Starke + 600ccm HCl bzw. Wasser; Temperatur 20°. (Werte auf 
Trockensubstanz umgerechnet.) 





Reduktionsvermégen 


y ler HCl-Liésung in 9; 
Zusammensetzun 7 ( . n “lo 
der Probe und Vert Untersuchte Asche P20; |der verzuckerten Starke 


ile Substanz 
der Einwirkung 2 





|| unmittel- nach 
o il bar Hydrolyse 


0 0 0} 


— 0,272 0,162 

Starke { HCl-Lésung 0,090  0,0055 
+ 7,5 %ige HCl, | nicht geléster 

1 Tag Anteil 


Stirke 


Spuren 0,1570 


Starke | | HCl-Lésung 0,076 | 0,0073 | 0,068 
+ 7,5 %ige HCI, | nicht geléster 


10 Tage Anteil Spuren 0,1520 


Starke | | HCl-Lésung 0,081 0,0095 0,303 
+75 %ige HCI, | nicht geléster 

20 Tage Anteil 

Starke HCl-Lésung 0,084 | 0,0130 0,630 
+7,5 %ige HCl, ) | nicht geléster , ee 

30 ‘Tage | _— pte Spuren | 0,1570 

Starke ( HCl-Lésung 0,089 09,0130 Spuren 6,61 
+ 15 %ige HCI, nicht geléster 

1 Tag Anteil 

Starke { | HCl-Lésung 0,152 09,0620 4,71 30,97 
+ 15 %ige HCl, ) nicht geléster 

10 Tage | Anteil 

Starke | HCl-Lésung 0,191  9,1040 10,78 52,83 
+15 %ige HCl, \ | nicht geléster 

20° Tage ||| Arteil 0,118 0.1280 

Starke HCl-Lésung 0,204 0,1150) 18,97 59,19 
+ 15 %ige HCl, ) nicht geléster , 

30 Tage | Anteil 0,158 | 0,1110 
H, O-Lésung Spuren Spuren| kein kein 


Spuren 0,1550 


Spuren 0,1540 


0,074 | 0,1490 


Starke+ Wasser, | _. : 
| *, nicht geléster 99 . 
30 Tage | Aut 0,223  0,1580 
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zuerst die Saéurelédsung genau mit NaOH neutralisiert wurde. Zur Er- 
mittlung der gebundenen Phosphorséuremenge wurden 5 g der Substanz in 
100 cem Lésung mit 3 g CaCO, versetzt, 1 Stunde bei 120° erhitzt, auf 20° 
abgekiihlt, mit Wasser auf 150 cem erganzt und abzentrifugiert. 75 cem 
der klaren Lésung wurden zur Bestimmung des P,O,;-Gehalts benutzt. 
Da sich bei diesem Verfahren die Mineral-Phosphorséure als unlésliches 
Ca,(PO,4). im Niederschlag absetzt, ist es auf diese Weise méglich, auf 
organisch gebundene Phosphorséure zu_priifen. 

Zur Abscheidung des in Wasser unléslichen Anteils der durch 30tagige 
Einwirkung von 15°,iger HCl auf Starke erhaltenen Substanz wurde wie 
folet vorgegangen: 10 g der Substanz wurden in 100 cem Wasser gelést und 
einige Minuten bis zum Kochen erhitzt. Die klare Lésung wurde abgegossen, 
der Riickstand weiter mit 200cem Wasser gekocht, sodann die Lésung 
abzentrifugiert, die unlésliche Substanz getrocknet, abgewogen und auf 
Aschegehalt und P,O,;-Menge gepriift. 

Versuche tiber die Veranderungen der Starkesubstanz bei Einwirkung 
von 7,5- und 15°,iger Salzsaure gibt Tabelle I wieder. 

Die Praparate von léslicher Starke wurden der Grenzhydrolyse 
mittels B-Amylase (Gerstenauszug) und « + $-Amylase (Gerstenmalz- 
auszug) unterworfen. Die mit $-Amylase erhaltenen Ergebnisse sind 
in Tabelle II, die mit « + B-Amylase in Tabelle III zusammengestellt. 


Die relative Viskositat (¢/t,) der Starkelésungen zeigt Tabelle IV. 


Tabelle IV. 
1g Trockensubstanz in 100 cem Lésung; Temperatur 20°. 





Lisliche Stirke, erhalten durch 


Lisliche Starke, erhalten durch tit 
my Einwirkung von 


Einwirkung von 


7,5 %iger HCl, 1Tag .... 2,41 15%iger HCl, 1 Tag 
74,6 Pgs at | is 3 165, ,» 10 Tage 
1,13 oe 
1,09 15: 





Wie aus der Tabelle I ersichtlich ist, gehen bei 20 tagiger Einwirkung 
von 15%, iger Salzsiure auf Starke etwa 52° der Starkesubstanz in die 
Salzsiurelésung iiber. Der mittels Alkoholfallung abgeschiedene Teil 
dieser Substanz enthielt lufttrocken 9,29°% Wasser, 0,81°, Asche, 
0.185%, Gesamtphosphorsiure, davon 0,178°% organisch gebundene 
Phosphorsaure (nach Erhitzen mit CaCO, im Autoklaven). Das Ver- 
halten dieser Substanz bei Einwirkung von f-Amylase (Gerstenauszug) 
und « + f-Amylase (Gerstenmalzauszug) ist aus Tabelle V ersichtlich. 

Bei der Untersuchung der Starkepraparate, welche nach 10-, 20- und 
30tagiger Einwirkung mit 15°%iger Salzsiure ungelést verbleiben, 
zeigte sich, daB diese auch nach langdauernder Erhitzung mit Wasser 
einen wasserunléslichen Anteil enthalten. Die Menge der unléslichen 
Substanz nimmt mit der Einwirkungsdauer zu. Die nach 30tagiger 
Einwirkung mit 15°iger Salzsiure verbleibende Starkesubstanz ent- 
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Tabelle V. 
2,0000 g Trockensusbtanz + 5cem Auszug aus Gerste bzw. 2cem ays 
Gerstenmalz in 100cem Lésung; Temperatur 20°. Blindversuche beriick 
sichtigt. 





| 


Auszug aus Gerste (3-Amylase) Auszug aus Gerstenmalz (a + #-Amylase 





Zeit! Sub- | Mal- | R-Mal- Sub- | Mal- | R-Mal- 
Stanz tose tose Jodfiirbung stanz tose tose Jodfarbung 
Std. g g | %% g g % 


0,5000 0,0845. 16,90 schwach 0,5000 00,0845 16,90 schwach 
rotbraun rotbraun 
0,2000 0,1254 | 62,70 | schwach 0,2000 0,1276 63,80 keine Farbung 
| braun 
0,2000 0,1284' 64,20 dasselbe 0,2000, 0,1347 67,85 
0,2000 0,1297, 64,85 | sehr schwach 0,2000 0,1375; 68,75 
braun 


0,2000 0,1307 65,35 dasselbe —_| 0,2000 0,1388 69,90 
Pu 4,7 | Pu 4,7 


hielt einen bezogen auf die Trockensubstanz zu 6,71°% in Wasser un- 
léslichen Anteil, in dem wir 1,32 Asche (in Trockensubstanz) und 
Spuren von Phosphorsiure fanden. 


Besprechung der Ergebnisse. 

Durch Einwirkung von 7,5- und 15 %iger Salzsiure auf Kartoffel- 
starke wird schon nach eintagiger Einwirkung die native in lésliche 
Starke tiberfiihrt, wobei die ganze Starkesubstanz als in Salzsaure un- 
geléster Anteil verbleibt (Tabelle 1). Die Einwirkung von 7,5 (iger 
Salzsdure auf Starke verursacht wahrend weiterer 10, 20 und 30 Tage 
geringe Veranderungen der nicht gelésten, verbleibenden Starkesubstanz. 
Diese wasserléslichen Starken enthalten fast iibereinstimmende Phosphor. 
sduremengen, zeigen fast gleiche Viskositatswerte der Lésungen 
(Tabelle [V) und weisen bei der Grenzhydrolyse mit Amylasen nur ge- 
ringe Unterschiede auf (Tabelle III). Das Reduktionsvermégen der 
Praparate schwankt nach 1 bis 30 Tagen in geringen Grenzen von () 
bis 2,35 °% R-Maltose, wihrend die Grenzhydrolyse mit B-Amylase von 
55,90 bis 59,95% R-Maltose zunimmt. Bei 30tagiger Einwirkung 
werden nur 4,38°%, der benutzten Starkesubstanz in Salzsaure gelést 

Ganz anders verlauft die Hydrolyse der Starke bei der Einwirkung 
von 15% iger Salzsaurelésung. Die 10-, 20- und 30tagige Behandlung 
bewirkt eine weitgehende Hydrolyse der Starke; nach 10 Tagen sind 
30,97 %, nach 20 Tagen 52,83°% und nach 30 Tagen 59,19°% gelist 
(Tabelle I). Die Phosphorsiuremenge wird mit zunehmender Einwir- 
kungszeit immer kleiner, sie betrigt nach 1 Tag 0,154 %, nach 30 Tagen 
0,111% P,O; (Tabelle I). Dieses Verhalten der Stairkesubstanz gegen 
Salzsiure besagt, daB die phosphorylierte Starkesubstanz nicht wider- 
standsfahiger ist als die phosphorsaurefreie Starkesubstanz, sondern 
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souar leichter in die Salzséurelésung iibergeht. Das Reduktionsvermégen 
der léslichen Starken, die durch | bis 30tagige Einwirkung von 15 °,iger- 
Salzsiure erhalten wurden, schwankt zwischen 0 bis 6,78 °, R-Maltose. 
Die Grenzhydrolyse mit f-Amylase betragt fiir 1 tagige Starke 55,65 °%, 
R-Maltose, fiir 30tagige Starke 67,20 °, R-Maltose. Die Viskositat der 
Priparate nimmt dagegen fiir 1- bis 30tagige Einwirkung wenig ab 
(Tabelle IV). In den Praparaten léslicher Starken, welche man nach 
lotagiger und langerer Einwirkung von 15% iger Salzsaure erhalt, 
findet sich ein Teil der im heiBen Wasser unléslichen Starkesubstanz, 


| welche leicht abgeschieden werden kann. Die Menge dieser unléslichen 


Substanz wachst mit der Einwirkungsdauer der Salzsiure auf die 
Starke. Bei Abscheidung aus 30tagiger léslicher Starke (15° ,ige HCl) 
weist sie eine groBe Ahnlichkeit mit der Amylohemicellulose von A. R. 
Ling und D. R. Nanji (8) auf; die Substanz enthalt 1,32 ° Asche, groBe 
Mengen Kiesel- und Spuren Phosphorsaure. 

Das Dextrin, welches als in Alkohol unléslicher Teil aus der Salz- 


' siurelésung nach 20tagiger Einwirkung mit 15°%iger Salzsiure auf 
_ Starke abgeschieden wurde, lést sich leicht in kaltem Wasser und zeigt 


eine schwach rotbraune Jodfarbung. Es hat einen gréBeren Gehalt an 
organisch gebundener Phosphorsiure als die urspriingliche Starke. 
Diese Eigenschaft des Dextrins gestattet die Annahme, da die Ver- 


_ seifung der Amylophosphorsaure nicht gleichzeitig mit der Umwandlung 


der nativen Starke in lésliche Starke, sondern erst nach einer weiter 
fortgeschrittenen Hydrolyse stattfindet. Wahrscheinlich verlauft die 
Hydrolyse in der Weise, da von dem Amylophosphorsiurekomplex 


| an P,O; arme Kohlenhydratreste abgelést werden, was mit einer An- 


reicherung der Phosphorsiure im anderen Teil der Starkesubstanz ver- 
bunden ist, ahnlich wie sich auch die Starke bei der Hydrolyse mit 
Amylasen verhalt. Die Hydrolyse des Dextrins mit Amylasen (Tabelle V) 
deutet auf ein ahnliches Verhalten dieser Substanz, was bei den léslichen 


 Starken aus 15°(iger Salzsiure’am deutlichsten ist. Der Vergleich mit 


den Phosphorséuremengen in léslichen Starken (15°%,ige HCl) zeigt, 
daB die gr6Bere Menge an Phosphorsaéure im Dextrin keinen EinfluB auf 


die Grenzhydrolyse dieser Praparate ausiibt. 
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Beitrag zur Bestimmung von Isopropylalkohol in der Atemluft. 


Von 


Elisabeth Hahn. 


Aus der medizinischen Poliklinik der medizinischen Akademie und de; 


Il. medizinischen Abteilung der stadtischen Krankenanstalten Diisseldoy; 


(Eingegangen am 3. Juni 1937.) 


Hahn (1) und Rothkop{ (2) haben nahere Angaben iiber die quanti. 
tative Acetonausscheidung in der Atemluft gemacht. Bei vorliegender 
Arbeit sollte gepriift werden, ob auch Isopropylalkohol beim Menschen 
durch die Atemluft ausgeschieden wird, und ob Aceton und Isopropy!- 
alkohol im K6rper in einen reversiblen Austausch treten. Zur Be- 
stimmung des Isopropylalkohols wurde die Anipping-Ponndor} sche 
Methode (3) benutzt, die jedoch anfangs entscheidende Schwierigkeiten 
zu verursachen schien. Daher wurde zuniachst den methodischen 
Einzelheiten die ganze Aufmerksamkeit zugewandt. 


Bei der Knipping- Ponndorfschen Methode wird das Nitrit des Alkohols 
gebildet und dieses der Lésung durch Tetrachlorkohlenstoff entzogen. Die 
Bestimmung erfolgt iiber die reduktiven Eigenschaften der mit Schwetfel- 
siure frei gemachten salpetrigen Saure. Es sei hier noch einmal kurz aut 
die Apparatur und den Gang der Untersuchung auf Isopropylalkohol ein- 
gegangen: An ein Stativ sind zwei Scheidetrichter itibereinander anzubringen. 
In den unteren werden 50 cem 5°, ige Natriumbicarbonatlésung gegeben, in 
den oberen 2g Natriumnitrit und die abgemessene Menge alkoholische: 
Lésung, die mit Wasser auf 65 cem aufgefiillt wird. In den oberen Trichtet 
werden auBerdem 40 ccm Tetrachlorkohlenstoff und 3 cem 25°,ige Salz 
sdure, die mit 7 cem Wasser verdiinnt werden, zugegeben. Der Scheide 
trichter wird unter starkem Andriicken des Glasstopfens so lange intensi\ 
geschiittelt, bis die im Scheidetrichter sich entwickelnden braunen Case 
weil geworden sind. Nach Absetzen der schwereren Tetrachlorkohlenstoff- 
schicht laBt man diese durch den vorhandenen Druck unter die Natrium- 
bicarbonatschicht im zweiten Scheidetrichter laufen. Man schiittelt kraftig 
durch und gibt dann den Tetrachlorkohlenstoff in einen 250-cem-Mel3- 
kolben, der 20 cem Aqua dest. enthalt. Da in dem zweiten Scheidetrichter 
kein Uberdruck herrscht, mu® der Glasstopfen abgehoben werden. Diese 
stufenweise Ausschiittelung wird mit 30 und 20 cem Tetrachlorkohlenstott 
wiederholt. In den MeBkolben, der nun etwa 90 cem Tetrachlorkohlenstott 
und 20cem Wasser enthalt, werden eine abgemessene Menge Kalium- 
permanganatlésung und ein Fiinftel dieser Lésung an 20°,iger Mangano 
sulfatlésung zugegeben, ferner noch 20 ccm n Schwefelséure. Der Inhalt 
des Kolbens wird 10 Minuten lang intensiv geschiittelt. Dann gibt man 
1 g Kaliumjodid hinzu, schiittelt noch einmal kraftig durch und titriert das 
frei gewordene Jod mit n/10 Natriumthiosulfat zuriick. Als Indikator 
dienen einige Tropfen Starkelésung. 1 cem verbrauchte Kaliumpermangana! 
lésung entspricht 3 mg Isopropylalkohol. 
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Es ist wichtig, alle Reagenzien in reinster Form zu verwenden. Fiir die 
methodischen Versuche wurde zunachst eine alkoholische Stammlésung 
hergestellt: 1 cem Isopropylalkohol = 0,783 g mit Wasser auf 100 ccm auf- 
getiillt. 2, 5 und 10 cem dieser Stammlésung wurden mit Wasser auf 65 cem 
aufgefiillt und nach der oben beschriebenen Methode analysiert. Die Aus- 
heute war zunachst sehr schlecht und schwankte zwischen 50 und 70°,. 
Alle Reagenzien wurden sorgfaltig gepriift. Variation der Manganosulfat- 
menge besserte die Ausbeute nicht entscheidend. Der Grund der schlechten 
Ausbeute konnte unseres Erachtens nur in einer Verunreinigung des Alkohols 
liegen. Die vorangegangenen Untersuchungen des Isopropylalkohols auf 
Aceton ergaben einen Gehalt von 0,426°,. 1500 cem Alkohol wurden nun 
aus einem 2000-cem-Rundkolben fraktioniert destilliert. Auf diese Art 
erhielten wir vier Fraktionen: 

Fraktion I. : . . « Kp. 760: 58 bis 70° 
me BE. ; os « ep eee Th, ser 
ie || ee . 2 o. «. ape TOO: TO", SOP 
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Von jeder Fraktion wurde nun eine neue Stammldésung hergestellt und 
in zahlreichen Versuchen der Alkohol wiedergewonnen. Die Ausbeute von 
der besten Fraktion (80 bis 81,5°) betrug in zahlreichen Versuchen 96 bis 99 °,,. 
Zur Erzielung gr6Berer Genauigkeit ist vor Beginn der Analysen der Leer- 
wert der Methode zu bestimmen und dieser dann von dem gewonnenen 
Alkoholwert abzuziehen. Aus den anderen Fraktionen wurden 50 bis 89°, 
wiedergewonnen. 

Vor Beginn der Titration muBten die Kaliumpermanganatlésung und 
die Natriumthiosulfatlésung aufeinander eingestellt werden, da sie leicht 
veranderlich sind. Herstellung, Einstellung und Titerberechnung der beiden 
Lésungen erfolgte wie iiblich. 

Nachdem es gelungen war, den Alkohol mit guter Ausbeute wieder- 
zugewinnen, war zu priifen, ob der Isopropylalkohol von grobkérnigem 
Kieselsiuregel, das sich in friiheren Untersuchungen als das bestgee g- 
netste erwiesen hatte, absorbiert wird. Zu diesem Zwecke wurde das 
gereinigte und getrocknete Kieselsiéuregel (iiber Reinigung und Trock- 
nung s. Hahn, |. ec.) in ein Glasrohr von 26,5 em Lange und 3,0 em Durch- 
messer gefiillt. Beide Enden des Glasrohres sind mit je einem Pfropfen 
Glaswolle verschlossen. Es wurde nun | cem = 720 mg_ Isopropylalkohol 
von der besten Fraktion (80 bis 81,5°) abgewogen und mit der Wasser- 
strahlpumpe aus einem Erlenmeyer-Kolben in das Kieselsiuregel gesogen. 
(Cher die Einsaugmethode s. Hahn, 1. c.) Zur Kontrolle, ob die kleine 
Réhre mit ungefahr 23g Kieselsiure die 720 mg Isopropylalkohol ganz 
festhalt, wurde eine zweite, gleich groBe Réhre nachgeschaltet. Nach etwa 
20 Minuten war die Fliissigkeit aus dem Erlenmeyer-Kolben verschwunden. 
Um etwaige in dem Kolben noch vorhandene Dampfe mitzuerfassen, 
wurde noch 10 Minuten weiter Luft durchgesogen. 

AnschlieBend wurde das erste Rohr, in dem die Hauptmenge Isopropy!- 
alkohol zu erwarten war, ausdestilliert. Zur besseren Erhitzung wurde das 
Kieselséure enthaltende Rohr in ein zweites weiteres Glasrohr gesteckt und 
mit Gummikorken gegeneinander abgedichtet. Das zweite Rohr dient zur 
Durchleitung heiBen Wasserdampfes. Der durch die Kieselsiure ge- 
schickte Wasserdampf wurde in einem groBen Schlangenkiihler abgekuhlt. 
Zur weiteren Abkiihlung des Destillats stand der vorgelegte Kolben in 
einer eisgekiihlten Schale. 
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Das Destillat wurde nun in der oben beschriebenen Weise analysiert. 
Die Ausbeute schwankte zwischen 97 und 99%, nach Abzug der Leer. 
werte fiir die Methode und fiir die Kieselsiureréhre, die vorher bestimmt 
wurden. Die Untersuchung der nachgeschalteten Roéhre auf [sopropy!- 
alkohol ergab nur den Leerwert. Daraus ist einwandfrei zu erkennen, 
daB der Isopropylalkohol von der Kieselséure absorbiert wird, und da{ 
23 g geniigen, um etwa 720 mg des Alkohols aufzunehmen. 


l ccm = 720 mg Isopropylalkohol der besten Fraktion (Kp. 760 

80 bis 81,5°) wurde nunmehr mit etwas Wasser gemischt und ein- 

genommen und dann mehrere Réhren in verschiedenen Zeitabstanden 

beatmet. So geringe Mengen Isopropylalkohol verursachten bei der 

Versuchsperson keine unangenehmen Nebenwirkungen. Die zum Auf.- 

fangen des Isopropylalkohols aus der Atemluft angewandte Apparatur 
sei hier noch einmal kurz angegeben [s. auch Rothkopf (2)]. 

Ein 320mm langer, offener Glaszylinder von 55mm Durchmesser 
laiuft an einem Ende in zwei engere Réhren aus. Das waagerechte Rohr, das 
70mm lang ist und 20mm Durchmesser hat, stellt die Verbindung zur 
Versuchsperson her. An seinem freien Ende wird ein Zuntzsches Mundstiick 
angebracht. Das senkrechte Rohr wird durch ein Gummistiick mit dem 
die Kieselsiure enthaltenden Rohr verbunden, das am anderen Ende durch 
einen Gummischlauch mit einer Motorpumpe von 60 Liter Saugkraft in 
Verbindung steht. Mit Hilfe dieser Pumpe, die die Atmung leicht und frei 
macht — die Nasenatmung wird mit einer Nasenklemme ausgeschaltet - 
wurden nun drei Réhren im Abstand von 2 Stunden je 30 Minuten lang 
von der Versuchsperson beatmet. Dann wurden nacheinander die 
einzelnen Réhren in der oben beschriebenen Weise mit Wasserdamptf 
ausdestilliert und im eisgekiihlten Destillat der Gehalt an Isopropy!- 
alkohol bestimmt. 

In einem Modellversuch lieferte die erste Réhre in drei Destillaten 
von jeweils 180 bis 200 cem 90,38 mg, auf die Stunde umgerechnet 
180,76 mg. In der zweiten Réhre, auf vier Destillate von 180 bis 200 ccm 
verteilt, 77,59 mg = 155,18 mg pro Stunde. Das dritte Rohr enthielt 
keinen Alkohol mehr. Die gesamte Ausbeute, auf 3 Stunden berechnet, 
betrug 335,94 mg = 46,7°%. Es interessierte uns nun, ob im Kérper 
eine Umlagerung von Isopropylalkohol in Aceton stattgefunden hatte. 
Daher wurde in den einzelnen Destillaten der Acetongehalt nach der 
Huppert-Messingerschen Methode unter besonderer Beriicksichtigung 
der von Rothkopf angegebenen Eiskithlung bei Zugabe von Salzsaure 
bestimmt. In den Destillaten der ersten Réhre fanden sich insgesamt 
4,16 mg Aceton = 8,20 mg pro Stunde, in der zweiten Rohre 4,44 mg 
= 8,88 mg pro Stunde nach Abzug des Methodenleerwertes. Wie aus 
diesem Versuch hervorgeht, scheint also tatsichlich auch beim Menschen 
eine Umlagerung stattzufinden, da der gesunde Mensch normalerweise 
(vgl. Hahn) keine derartig groBen Acetonmengen mit der Atemluft 
ausscheidet. 
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In einem zweiten Modellversuch wurden von der gleichen Versuchs- 
person 1000 mg Aceton eingenommen und in den Destillaten Isopropyl- 
alkohol und Aceton bestimmt. Der Acetongehalt stimmte mit den von 
Hahn angegebenen Werten iiberein. Alle drei Réhren waren frei von 
Jsopropylalkohol. In der Annahme, da die in der Atemluft aus- 
geschiedene Menge Isopropylalkohol so gering war, daB sie in der relativ 
kurzen Atemdauer nicht von der Kieselsiure erfaBt werden konnte, 
wurde in einem anderen Versuch nach Einnahme von 1000 mg Aceton 
eine einzige Rohre in dem gleichen zeitlichen Abstand wie in den anderen 
Versuchen je 30 Minuten lang beatmet, so daB im ganzen die Atemluft 
1!', Stunden von der Pumpe durchgesaugt wurde. Aber auch hierbei 
lie8 sich im Destillat kein Isopropylalkohol nachweisen. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird eine Versuchsanordnung beschrieben, welche die Wieder- 
gewinnung von Isopropylalkohol aus der Atmungsluft erleichtert. 

2. Fiir die Bestimmung des Isopropylalkohols nach Knipping 
und Ponndorf werden einige Abinderungen angegeben. 

3. Beim Menschen kénnen nach Einnahme von 720 mg Isopropyl- 
alkohol innerhalb 60 Minuten insgesamt 8 mg Aceton in der Atemluft 
nachgewiesen werden. 

Literatur. 


1) Elisabeth Hahn, Beitr. z. Klinik d. Tbk. 87, H. 1, 1935.-—— 2) H. Roth- 
kopf, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 99, 464, 1936. -— 3) H. W. Knipping 
u. W. Ponndorf, Zeitschr. f. physiol. Chem. 160, 25, 1926. 





Die Bindung des Lactoflavins als Lactoflavinphosphorsiure 
im Koérper nach Nebennierenexstirpation'. 


Von 
F. Verzar, H. Hiibner und L. Laszt. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Basel.) 


(Eingegangen am 21. Juni 1937.) 


Nach Ausfall der Funktion der Nebennierenrinde ist das Tier 
unfahig, Lactoflavin zu Lactoflavinphosphorséure zu verestern (Las: 
und Verzér*). Dies wurde aus Versuchen gefolgert, in welchen neben- 
nierenlose Tiere mit Flavinphosphorsaure enthaltenden Leberpraparaten® 
und Hefeextrakten am Leben und bei normalem Wachstum erhalten 
werden konnten, jedoch nicht, wenn Lactoflavin gegeben wurde. 


Lactoflavinphosphorséure wird im Kérper mit Eiwei®B zum ,,gelben 
Atmungsferment** von Warburg-Christian* gekuppelt. Wahrend Theorell® 
(1935) angab, ,,daf bei Zerlegung des ,gelben Ferments‘ durch verdiinnte 
Saure eine Flavinphosphorséure entsteht und diese, nicht das Lactoflavin, 
mit dem kolloiden Trager unter Riickbildung des ,gelben Ferments’ 
kuppelt“, ist nach Kuhn und Rudy® (1936) auch mit Lactoflavin allein, 
allerdings erst in sehr groBen Mengen, in Gegenwart des kolloiden Triigers 
eine katalytische Wirksamkeit zu béeobachten. 

Mit Lactoflavin in aquivalenten Mengen ist fast keine O,-Aufnahme im 
Warburg-Christian-System zu sehen, mit Lactoflavin-5’-Phosphorsaure da- 
gegen (0,64°,) bereits maximale Reaktionsgeschwindigkeit. Kuhn und 
Rudy kommen schlieBlich auch zu dem Ergebnis: ,,Die Veresterung des 
Lactoflavins mit Phosphorsaure ist, quantitativ betrachtet, ... von gréBter 
Bedeutung, denn das phosphorfreie und das phosphorhaltige Flavinenzym 
unterscheiden sich durch die Haftfestigkeit der prosthetischen Gruppen.‘ 

Uber den Gehalt des Tierkérpers an Lactoflavin hatten schon Ellinger 
und Koschara? (1933), sowie Euler und Adler® und Schlétzer® (1934) Mit- 
teilungen gemacht. Dieses ist zum gréBten Teil als ,,gelbes Ferment’ 
gebunden, ein nur geringer Teil scheint freies Lactoflavin zu sein. Nach 
Kuhn, Kaltschmitt und Wagner-Jauregg! enthalten (auf Grund stufen- 


1 Otto von Fiirth zam 70. Geburtstag. — ? L. Laszt u. F. Verzar, Pfliigers 
Arch. 286, 693, 1935; 237, 436, 1936; Verhandl. d. f. Vereinigung Schweizer 
Physiologen; ebenda Januar 1936; Zeitschr. f. Vitaminforsch. 5, 265, 1936 
~—- 3% P, Karrer, Helv. chim. Acta 18, 1022, 1935. — 4 O. Warburg u. 
W. Christian, diese Zeitschr. 254, 438, 1932; 257, 492, 1933; 2638, 22s, 
1933. — 5 H. Theorell, ebenda 275, 37, 1935; 275, 344, 1935. — ® R. Kuhn 
u. H. Rudy, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 69, 2557, 1936; 69, 1534, 1974, 
1936. — 7? Ellinger u. Koschara, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 66, 315, 
1933. — § H. Euler u. E. Adler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 228, 105, 1935. 
— ° H. Euler, E. Adler u. A. Schlétzer, ebenda 226, 87, 1934. —?° R. Kuhn, 


H. Kaltschmitt u. Th. Wagner-Jauregg, ebenda 282, 36, 1935. 
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photometrischer Messungen) normale Ratten und Rinder 1500 bis 1700 y 
Flavin pro 100g frische Leber und 60 y pro 100g Muskulatur. (Ware in 
der normalen Leber alles Lactoflavin als ,,gelbes Ferment*’ vorhanden, so 
enthielte also 1 kg Leber 0,015 . 200 = 3g gelbes Ferment.) Bei B,-freier 
(lactoflavinfreier) Nahrung nahm der Flavingehalt der Leber auf 820 bis 
1300 y pro 100g und der der Muskulatur anscheinend noch mehr ab. 


War die eingangs erwahnte Erklarung unserer Versuche richtig, 
daB die Gegenwart der Nebennierenrinde nétig ist, um aus dem Lacto- 
flavin die Lactoflavinphosphorsiure zu bilden, dann war zu_ er- 
warten, daB bei nebennierenlosen Tieren sich eine Anderung des 
Gehalts des K6rpers an ,,gelbem Ferment™ bzw. gebundenem Lacto- 
flavin zeigt. 

Wir haben dies so untersucht, indem wir bei erwachsenen Ratten die 
Nebennieren entfernten, dann die Tiere auf einer kompletten Nahrung 
(Zuchtfutter) hielten und nach einigen Tagen téteten. Dann wurden 
Leber und Muskeln auf freies und gebundenes Lactoflavin untersucht. 


Methodik. 


Die Differenzierung zwischen freiem und gebundenem Flavin geschah 
nach Kuhn und Mitarbeitern' durch Dialyse, da nur freies Flavin dialysabel 
ist. Die Leber bzw. die Muskeln einer Ratte wurden mit dem Latapie- 
apparat fein zerkleinert, mit Wasser angeriihrt, in einen Cellophanschlauch 
gefiillt und gegen destilliertes Wasser bei viermaligem Wechseln der Vorlage 
und gutem Riihren 48 Stunden lang dialysiert. Das py wurde auf 7,0 gehalten. 
Nach Ablauf dieser Zeit ist praktisch alles freie Flavin dialysiert. Nun 
wird der Brei aus dem Schlauch genommen, mit 1 °,iger HCl angesauert, 
verrihrt und aufgekocht. (Wenn nur angesiuert und nicht aufgekocht 
wird, erhalten wir etwa 10°, weniger Gesamtflavin.) Dabei wird das ge- 
bundene Flavin frei und nach erneuter gleichartiger Dialyse in Wasser 
iibergefiihrt. Je 10ccm dieser Dialysate werden mit NaOH auf n/2 eingestellt 
und 5 Stunden lang unter Kiihlung mit 600 Watt belichtet (Warburg und 
Christian?). Dann wird mit Essigsiure auf genau pa = 7 gebracht, mit 
Chloroform extrahiert und die Fluoreszenzintensitét in diesem Chloroform- 
extrakt mit aus reinem Lactoflavin hergestellten Standardlésungen [Euler, 
Adler und Schlotzer (1. c.)] verglichen. In den benutzten Verdiinnungen von 
rund 1 y in 10cem war die Fehlerbreite dabei + 25°,. Deshalb sind in 
allen Versuchsreihen parallel mit nebennieren-exstirpierten Tieren auch 
normale Tiere untersucht worden. 


Versuche. 


Bei 15 normalen Ratten mit einem Ké6rpergewicht von 144 bis 
376 g enthielt die Leber 2,4 bis 9,3 y freies und 32 bis 131 y gebundenes 
Flavin. Pro 100g Leber (feuchtes Gewicht) berechnet, ergeben sich 


1 R. Kuhn, Th. Wagner-Jauregg u. H. Kaltschmitt, Ber. d. Deutsch. 
chem. Ges. 67, 1452, 1934. — 20. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 
266, 377, 1933. 
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30 bis 115 y-% freies, 640 bis 1247 y-°% gebundenes, 725 bis 1314 ».°, 
Gesamtflavin. Unsere Werte fiir Gesamtflavin sind in der GréBenordniing 
derjenigen von Euler und Mitarbeitern, sowie Kuhn und Mitarbeitery 
(1. c.). Wir finden aber verhaltnismaBig weniger freies Flavin als BE y/:; 
Adler und Schlotzer (1. c.). Die Menge des gebundenen Flavins ist immer 
ein Vielfaches des freien. Das Verhaltnis von gebundenem zu freiem 
Flavin (g/f) schwankt zwischen 5,9 und 28,8:1 (Tabelle I), mit einem 
mittleren Wert von 15,2: 1. 


Tabelle I. Gehalt der Leber von normalen Tieren an Flavin. 





Korper- Leber- 
Nr. | gewicht gewicht 
£ 


Frei Gebunden 


Insgesamt | Gebunden frei 
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y-°/ } y-°] ¥-°lo 


43° 144 
44 290 
45 172 
41 376 
42 342 
15 310 
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17 360 
25 315 
33 320 
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1117 
951 
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970 
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Mittel: 


Bemerkt sei, daB das Liegenlassen der Lebern 3 und 24 Stunden 
nach dem Tode des Tieres dieses Verhaltnis nicht geandert hat. 

Nach der Exstirpation der Nebennieren zeigt die Leber sehr auf- 
fallende Anderungen im Flavingehalt. Tabelle II bringt die Ergebnisse 
an 14 Tieren. Der Gehalt an Gesamtflavin geht stark herunter. Wir 
finden bei am 7. und 8. Tage nach der Nebennierenexstirpation 
spontan gestorbenen Tieren nur 313 bis 367 y-°%% Gesamtflavin, und 
davon sind 95 bis 168 y-% frei. Das Verhaltnis gebundenes : freiem 
Flavin (g/f) ist jetzt auf 2,3 bis 1,1 gesunken. 

Bei Tieren, die nicht spontan nach der Nebennierenexstirpation 
starben, sondern am 8., 9. oder einem noch spateren Tage getétet wurden, 
finden wir Werte von 515 bis 870 y-% fiir Gesamtflavin, von 250) 
bis 566 y-°%, fiir gebundenes und von 193 bis 322 y-% fiir freies 
Flavin, und Verhiltniszahlen g/f, die zwischen 0,8 und 2,8 liegen. 
Im Durchschnitt von allen 14 Tieren das Verhaltnis 1,7: 1. Bei starkem 
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Tabelle II. Gehalt der Leber von nebennierenlosen Tieren an 
Flavin. 





Kérper-  Leber- | pre; Gebunden | Ins- 
gewicht gewicht » __|| gesamt Bemerkungen 
o 0} ‘ vn0 
g & 7 rrlo 7 y-"i0 








136 9S 3,1 , 130 8,3 237 1,8 Nachder Operation spontan 
| gestorben am 7. Tag 
150 5 1168 | 8,7;193 | 361 {1,1 e A ae 
114 2,8; 95 6,5 218 313 | 2,é a ee. Sor 
152 6 14,5 | 322 | 13,1; 293 615 | 0, Getitet 
178 6,0 12,8 | 214 18,1 301 515 = 
| 
2865 8,0 20,1) 250 28,0 350 800 
330 9,0 18,0 | 200 | 31,0 345 545 
320 6,5 12,5 | 193 || 24,0 370 563 
201 3,0 9,0; 300 | 8,1 280 580 0,9 
160 5,0 12,5 | 250 || 25,9 | 520 870 | 2,1 


210 4,5 9,5| 218 | 25,0 566 784 2,6 
32% 10,0 20,0 | 200 | 23,0 565 765 2,8 
230 9,0 28,8 | 320 22,5 250 570 9,8 
280 7,8 16,4 | 210 |34,0 440 650 = 2,1 


Mittel: 1,7 


Riickgang des gesamten und speziell des gebundenen Flavins steigt die 
Menge des freien Flavins und es ist kaum mehr gebundenes als freies 
Flavin vorhanden. 


Nach der Nebennierenexstirpation verliert das Tier demnach die 
Fahigkeit, Lactoflavin zu binden. 


Die Entwicklung dieses Zustandes geht deutlich aus der folgenden 
Versuchsreihe hervor, in welcher eine Serie von Tieren nach der gleich- 
zeitig erfolgten, doppelseitigen Nebennierenexstirpation nach ver- 
schiedenen Tagen getétet wurden. Gleichzeitig mit jedem dieser Tiere 
wurde die Bestimmung auch bei einem normalen Tier gemacht, wodurch 
die Sicherheit der Bestimmung gezeigt werden kann. 


Diese Versuchsreihe bestatigt nicht nur das in der Tabelle II 
Demonstrierte, sondern sie zeigt an einer mehr einheitlichen Gruppe 
von Tieren, wie sich bei den nebennierenlosen Ratten im Laufe der 
ersten 4 bis 5 Tage der charakteristische Zustand der Leber entwickelt. 
Der Gesamtflavingehalt geht von etwa 900 bis 1000 y-% auf 700 
herunter und dabei sinkt die Menge des gebundenen Flavins noch 
mehr, von 900 auf 500 y-%, wahrend das freie Flavin von 60 auf 
200 y-% zunimmt. Das auBert sich nun charakteristisch im Ver- 
haltniswert g//, der am ersten Tag noch von derselben GréBenordnung 
ist, wie bei dem normalen Tier, und dann auf den Wert 2 und 
weniger fallt. 
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Tabelle III. Gehalt an Flavin in der Leber in y-%. 





Nebennieren exstirpiert Normal 


Tage nach Ins- iam. 
potest Frei Gebunden gesamt gif Frei |Gebunden gesamt 
exstirpation y-9/5 4 ) y-%p ir. y-lo | 7% y-9l9 
61 730 791 12,0 43 863 909 
128 634 762 | 4,9 7 19 909 988 
236 641 877 | 2,7 38 861 899 
192 557 749 men ¢ 58 931 989 
261 414 675 1,6 36 977 1013 
1] 168 539 707 3,2 61 776 837 

1] 211 528 739 2,5 

13 194 427 621 | 2,2 


Weitere Versuche am Muskel (9 Tiere) zeigten bisher keine klaren 
Resultate. In der gesamten Muskulatur (22 bis 56 g) einer Ratte fanden 
wir 5,4 bis 26,5 y freies Flavin, 7,9 bis 50,0 y gebundenes und 32 bis 
131 y Gesamtflavin. . 

Auf 100g Muskel: 

15 bis 50 y-% freies Flavin 

15 bis 112 y-°, gebundenes Flavin 

32 bis 131 y-°%, Gesamtflavin 
mit einem Verhaltnis g/f von 0,4 bis 5,9, im Mittel 2:1. [Nach Kuhn 
und Mitarbeitern (l.c.) 60 y-°, Gesamtflavin.] 


Bei elf nebennierenlosen Ratten, wovon sechs 8 Tage, drei 9 Tage, 
je eine 18 und 21 Tage nach der Operation untersucht wurden, sind die 
pro 100 g Kérpermuskulatur berechneten Werte folgende: 

8,6 bis 125 y-°, freies Flavin 
17,8 bis 80 y-°, gebundenes Flavin 
26,4 bis 165 y-°, Gesamtflavin 


mit einem Verhialtnis g/f von 0,32 bis 2,6, im Mittel 1,2: 1. 


Die Streuung dieser Werte ist so groB, daB aus den Differenzen 
derzeit nichts gefolgert werden kann. Im Muskel ist schon normaler- 
weise kaum mehr gebundenes als freies Flavin vorhanden, und es konnte 
keine Anderung dieser geringen Mengen mit der uns zur Verfiigung 
stehenden Methode bewiesen werden. 

Es ist uns bisher auch nicht gegliickt, unter dem EinfluB8 von Cortin 
wieder eine Fixierung des Flavins zu erhalten. 


Wir haben die obigen Befunde neuerdings auch an Katze und Hund 
bestatigen kénnen. Tabelle IV zeigt die Resultate. Bei den Katzen 
wurde die zweite Nebenniere 4 Wochen nach Exstirpation der ersten 
steril entfernt. Die Tiere starben am dritten bzw. am sechsten Tage 
danach. Dabei hatte der Gehalt der Leber an gebundenem Flavin 
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_gelbem Ferment‘‘) sehr bedeutend abgenommen, der von freiem 
Flavin entsprechend zugenommen. — 

Bei einem Hund wurden beide Nebennieren gleichzeitig in Ather- 
narkose entfernt. Er starb nach 16 Stunden. Schon nach dieser kurzen 
Zeit ist eine ahnliche Abnahme des gebundenen Flavins und eine Zu- 
name des freien in der Leber zu bemerken. 


[abelleIV.Gehalt der Leber von normalen und nebennierenlosen 
Hunden und Katzen an Lactoflavin. 





Lactoflavin 


An- 
merkungen 


gebunden 


Kérper- 
gewicht 
Leber- 
gewicht 
Insgesamt 


Tag nach 


Nebennieren- 
extirpation 


5 y-0/ y-0 
/ io y-' 0 


nm 
8 i] 


Katze normal - 49,3 1020 2069 2287 getiitet 
” - 67,3 309) 11511706 2015 5, , 
- 65,8 193 1434 2178 2371 < 
Neben- : 71,5 1136. 671 938 2074 spontan 
nieren- gestorben 
exstir- 
pation 
4000 94,4. 576 610 696 737 1347 1,5 spontan 
gestorben 


2900 63,3 591 934!) 837.1322 2256 spontan 
gestorben 


” 


normal - 13000 301,8 624 20751781716 1923 getitet 
Neben- etwa 14000 514,7 1980 385 5035 981 1366 : iiber Nacht 
nieren- 16h gestorben 
exstir- 
pation 


Diskussion. 

Wir finden demnach, da8 nach Exstirpation der Nebennieren die 
Leber die Fahigkeit, Lactoflavin zu binden, weitgehend verliert. Die 
Menge von ,,gelbem Ferment‘: bzw. von gebundenem Lactoflavin nimmt 
stark ab, freies Lactoflavin nimmt dagegen zu. Wahrend normale Leber 
etwa 10 bis 20 mal soviel gebundenes wie freies Flavin enthalt, ist bei den 
nebennierenlosen Tieren nur doppelt soviel oder gleichviel vorhanden. 
Nachdem die Fixierung des Lactoflavins an den EiweiBtrager von seiner 
Phosphorylierung abhangt, so muB der SchluB gezogen werden, dab 
diese fehlt, und daB so, wie aus unseren friiheren Untersuchungen ge- 
folgert wurde, das nebennierenlose Tier nicht mehr die Fahigkeit hat, 
diese Phosphorylierung durchzufiihren. Die Grundstérung ist dabei 
dieselbe wie im Zucker- und Fettstoffwechsel bei Nebennierenrinden- 
mangel. Wenn das Lactoflavin im Kérper nicht gebunden wird, dann 
wird es ausgeschieden, und das erklart, warum trotz groBer Mengen 
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Flavin in der Nahrung der Tiere die Leber nach Nebennierenexstirpa ion 
dennoch daran verarmt. 

Kin Einwand gegen diese Erklarung kénnte sein, daB der direkte 
Nachweis, daf das freve Flavin in unseren Diffusionsversuchen Lacto. 
flavin und nicht Lactoflavinphosphorsaure ist, nicht erbracht worden se; 
Es wire deshalb denkbar, daB} auch im nebennierenlosen Tier letztere 
Substanz gebildet, aber aus einem unbekannten Grunde nicht an den 
“ fixiert wird und deshalb heraus 
diffundiert. Eine solche Theorie wiirde im Gegensatz zu dem, was wir 
iiber die Bindungsfahigkeit der Flavinphosphorsaiure wissen, stehen 
Ebensowenig haben wir Grund anzunehmen, da die kolloidale Trager. 


EKiweibtrager des ,,gelben Ferments 


hI 


substanz, das EiweiB des ,,gelben Ferments**, beim nebennierenlosen 
Tier nicht gebildet wird. Somit bleibt die obige Erklaérung wohl die 
einzige, die mit unseren heutigen Kenntnissen vereinbar ist. 

Die Abnahme der Menge des ,,gelben Ferments im K6rper des 
nebennierenlosen Tieres diirfte der Schliissel zum Verstandnis mannig- 
faltiger Stoffwechselst6rungen dieser Tiere sein. 


Zusammenfassung. 


In der Leber von normalen Ratten sind etwa 1000 y-% Gesamt- 
flavin vorhanden, wovon etwa !/,, frei und das iibrige als ,,gelbes Ferment” 
gebunden ist. Nach Exstirpation“der Nebennieren geht im Laufe der 
ersten vier Tage die Menge des Gesamtflavins in der Leber auf die 
Halfte zuriick. Es ist nun etwa ebensoviel freies wie gebundenes Flavin 
vorhanden. 

Bei Katzen und Hund fanden wir ebenfalls eine starke Abnalme 


des gebundenen und gleichzeitige Zunahme des freien Flavins nach der 
Exstirpation der Nebennieren, 
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Die Stérungen des Kohlenhydrat-Stoffwechsels 
bei Ausfall der Nebennierenrinde und ihr Zusammenhang 
mit dem Na-Stoffwechsel. 
Von 
L. Laszt und F. Verzar. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Basel.) 


(Eingegangen am 21, Juni 1957.) 


Im Mittelpunkt der Stoffwechselstérungen nach Ausfall der Neben- 
nierenrindenfunktion steht nach unseren Untersuchungen das Fehlen 
von gewissen Veresterungsprozessen, wie der Bildung von Hexose- 
phosphorsaure, Phosphatid- bzw. Neutralfettbildung und der Um- 
wandlung von Flavin in Flavinphosphorsaure!. Dies fiihrt wiederum 
zu den charakteristischen St6rungen der Resorptionsprozesse (Fehlen 


der selektiven Glucoseresorption und der Fettresorption), des Muskel- 
stoffwechsels (Adynamie) und des intermediaren Fettstoffwechsels 
Fehlen der Fettwanderung). Inwiefern alle diese Erscheinungen 
urspriinglich durch die mangelnde Synthese des gelben Atmungs- 
ferments bedingt sind, wurde auch bereits diskutiert?, ist aber derzeit 
noch nicht zu entscheiden. 

Britton und Silvette? haben das Wesentliche der Veranderungen 
nach der Nebennierenexstirpation in der Stérung des Kohlenhydratstoff- 
wechsels gesehen und ihren Standpunkt noch unlangst verteidigt. [hre 
Befunde lassen sich gut mit unseren vereinigen. Demgegeniiber sehen 
aber eine Reihe von Autoren (Loeb*, Harrop®, Kendall® u. Mitarb., 
Vilson*) die Abnahme des Na-Gehalts des Blutes bzw. die damit ver- 
bundene Zunahme der Empfindlichkeit gegeniiber Kalium als das 
Wesentliche im Syndrom des Nebennierenrindenausfalls an. 

Im folgenden teilen wir Untersuchungen mit, die einerseits die 
Stérung des Kohlenhydratstoffwechsels klar zeigen, andererseits aber 
auch demonstrieren, wie es durch diese sekundaér zu St6rungen des 
Na-Stoffwechsels kommt. 


! PF. Verzar u. L. Laszt, Pfliigers Arch. 287, 476, 1936; Zeitschr. f. 
Vitaminforsch. 5, 266, 1936; Verhandl. d. f. Ver. Schweizer Physiologen 
I, 1936: VI, 1936. — 2 F. Verzdr, Ber. ti. d. ges. Physiol. 1937; Deut- 
sche physiol. Ges. 1936, VIII. — * S. W. Britton u. H. Silvette, Amer. J. of 
Physiol. 118, 594, 1937 und friiher, z. B. 100, 701, 1932; 111, 305, 1935; 
115, 618, 1936; 86, 540, 1928. — 4 L. Loebu.a., J. Amer. Med. Assoc. 104, 
2149, 1935; Science 76, 420, 1932. — °G. A. Harrop u.a., J. Exp. Med. 64, 
233, 1936. — ® C. E. Kendall, H. W. Nilson u. D. J. Ingle, Amer. J. of 
Physiol. 118, 302, 1937; C. BE. Kendall u. W. D. Allers, ebenda 118, 87, 1937. 

7H, W. Nilson, ebenda 118, 620, 1937. 
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I. 
a) Die Resorptionsstérung der Zucker. 


Bekanntlich wird Glucose aus blutisotonischen Lésungen drei- bjs 
viermal so rasch resorbiert wie andere Zucker, z. B. Xylose!. Friihere 
Arbeiten dieses Laboratoriums zeigten, da nach Nebennierenexstirpa. 
tion die selektive Glucoseresorption aufhért? und durch Rinden- 
hormon wieder hergestellt werden kann, dab also die Rinde fiir die 
selektive Resorption verantwortlich ist. Diese Versuche wurden jun 
fortgesetzt. 

Methodik. Ahnlich wie frither! wurde in eine 60 em lange Darmschlinge 
ein Gemisch von je 3cem blutisotonischer Xylose- (4,5°,) und Glucose 
lésung (5,4°.,) injiziert. Nach 1 Stunde wurde die Schlinge entleert und 
ausgewaschen sowie Xylose- und Glucosemenge bestimmt. Wahrend in 
den diesbeziiglichen Versuchen von Wilbrandt und Lengyel? nur das 
Verhaltnis der beiden Zucker nach der Resorption im Gemisch untersucht 
worden war, ist jetzt auch die Menge der einzelnen Zucker bestimmt worden. 
Der gesamte Zucker wurde mittels Reduktion nach Bertrand und die Glucos 
mittels Gairung (Lohnsteinapparat) bestimmt. Die letztere Bestimmung 
hat eime Fehlerbreite von + 5°,, wodurch diese Bestimmungen an 
Genauigkeit verlieren. Alle Tiere waren erwachsene mannliche Ratten von 
160 bis 200g Kérpergewicht und stammten aus der Zucht des Instituts 
Der Resorptionsversuch fand 5 Tage nach der doppelseitigen Nebennieren- 
exstirpation statt. 

Wie aus der Tabelle I hervorgeht, werden bei normalen Tieren in 
1 Stunde aus dem Gemisch im Mittel 83° Glucose und 28° Xylose 
resorbiert. Das Verhaltnis der Resorption von Glucose zu Xylose ist 
im Mittel 3: 1. 


Tabelle I. Normale Tiere. Resorption von Glucose und Xyk 
aus einem Gemisch in derselber Darmschlinge. 
Kingegebene Zuckermenge: 162 mg Glucose, 135mg Xylose, 6cem H, 
Resorptionsdauer 1 Stunde. 





Zuriick- Resorbiert 
Tier- erhaltene Wa 
Tier gewicht Fliissig- Glucose Xylose 
keitsmenge —— eS REA ERROR LM A. 22 ste 


Verhaltr 
vou 
Glucose 


Xylose 





O/, 


Nr. g cem mg Oy mg 


190 5,0 134,4 82,9 47,3 34,9 
152 100,3 63,7 34,4 25,4 
200 4,7 146.6 90,6 39,9 29,5 
170 2 145,3 90,0 29,6 21,9 
165 ‘ 138,2 85,5 39,8 29,5 
174 * 144,2 89,0 38,4 28,4 


Mittel : ; 134,8 83,6 38,2 28,3 


1 W. Wilbrandt u. L. Laszt, diese Zeitschr. 259, 398, 1933. — ? 
brandt u. L. Lengyel, diese Zeitschr. 267, 204, 1933. 
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Macht man den gleichen Versuch an nebennierenlosen Tieren 
5‘lage nach der Exstirpation, so findet man, in Bestatigung der 
fruheren Befunde!, die Resorptionsgeschwindigkeit der Glucose stark 
vermindert, wahrend die der Xylose unbeeinfluBt bleibt. Nach Tabelle II 
betragt die Glucoseresorption jetzt im Mittel 24°, die Xyloseresorption 
33°, das Verhaltnis der Resorption von Glucose zu Xylose ist im 
Mittel 0,75: 1. Es wird demnach etwa ebensoviel Glucose wie Xylose 
resorbiert. Der Verhaltniswert liegt sogar meist unter 1, d. h. es wird 
weniger Glucose als Xylose resorbiert, wie das der Fall sein miBte, 
wenn die Resorption nur durch Diffusion stattfande, da Glucose etwas 
langsamer diffundiert als Xylose. Dal die Hemmung der selektiven 
Glucoseresorption in diesen Versuchen noch vollstandiger als friiher 
ist, erklart sich daraus, daB sich die Tiere in einem ausgepragt insuffi- 
zienten Zustand befanden, der sich wie wir unten ausfiihren — erst 
nach mehreren Tagen voll entwickelt. 


Tabelle II. Nebennierenlose Tiere. Resorption von Glucose und 
Xylose aus einem Gemisch in derselben Darmschlinge. 
EKingegebene Zuckermenge: 162 mg Glucose, 135 mg Xylose, 6cem H,O; 
Resorptionsdauer 1 Stunde. 





Zuriick- Resorbiert ; ; 
erhaltene ee Pink vente 

aoe 
Glucose 


0 Xylose 


Pe Tier- 
Pier gewicht 


Fliissigkeits- Glucose Xylose 
menge collate eadcatindcal ack : 


g cem mg 9% mg 


190 5,89 51,2 31,6 48,4 35,7 0,885 
190 6,73 49,0 30,2 32,7 24,2 1,245 
170 6,50 26,0 16,0 43,0 31,8 0,512 
165 6,65 29,0 17,9 34,0 25,18 0.712 
160 6,00 36,0 22,2 56,2 41,7 0,508 
170 6,36 34,8 21,5 42,7 31,4 0,685 
166 6,20 54,0 33,3 61,7 45,7 0,728 


Mittel: 6,33 40,0 24.67 45,5 33.67 0,754 


Damit wird wieder bestitigt, da’ beim nebennierenlosen Tier die 
selektive Glucoseresorption gestért ist. Es ist klar, daB es sich dabei 
keinesfalls um die Folge einer Zirkulationsstérung handeln kann. 
Westenbrink? glaubte dies als Erklirung fiir unsere analogen Befunde 
bei Jodessigsiurehemmung annehmen zu kénnen. Nachdem die 
Resorption aus einem Gemisch der beiden Zucker erfolgt, so da® fiir 
beide vollstindig gleiche Verhaltnisse herrschen, miiBten bei einer 
Zirkulationsstérung beide langsamer resorbiert werden. Die Resorp- 
tionsgeschwindigkeit der Xylose wird aber iiberhaupt nicht beeinflubt. 


1 F, Verzar u. L. Laszt, l.e. — 2 H.G.K. Westenbrink, Nature 138, 
203, 1937; Arch. néerl. de Physiol. 21, 433, 1936. 
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Dasselbe gilt fiir die gleichen Beobachtungen am jodessigsaurevergift ot¢ 
Tier, und derartige Einwande sind deshalb nicht stichhaltig. 

Man muB also folgern, daB die Nebennierenexstirpation  jenen 
Vorgang im Darmepithel vernichtet hat, der die selektive Beschleuniguny 
der Glucoseresorption verursacht, so daB nun die Glucose ebenso wie 
andere Zucker nur durch Diffusion resorbiert wird. 


b) Anderung der H,O-Menge im Darm bei der Zucke rresorption. 


In den Versuchen von F. Verzdr und E.J. Me Dougall’ wurde 
gezeigt, dag, wenn man die selektive Glucoseresorption durch Jodessig. 
siurevergiftung hemmt, gleichzeitig auch eine Stérung der H, O-Resorp.- 
tion eintritt. Aus einer blutisotonischen (5,4°,) Glucoselésung wird 
beim normalen unvergifteten Tier H,O sehr rasch resorbiert. Bein 
jodessigsiurevergifteten Tier wird dagegen die Fliissigkeitsmenge im 
Darm sogar vermehrt. Es findet dann namlich ein Diffusionsaustausch 
zwischen den Kristalloiden des Blutplasmas und dem Darminhalt statt 
bei dem notwendigerweise mehr NaCl und NaHCO, in den Darm 
eintritt als von der langsam diffundierenden Glucose austritt. Der 
Darminhalt wiirde hypertonisch werden, wenn nicht gleichzeitig auch 
H,O in ihn eintreten wiirde. 


Genau das gleiche wurde nun bei der Vernichtung der selektiven 


Glucoseresorption durch Nebennierenexstirpation beobachtet. Es 
entspricht das unseren Erwartungen, weil die Stérung in beiden Fillen 
auf dem Aufhéren der selektiven Glucosetesorption beruht. Wird 
diese vernichtet, so ist nach 1 Stunde im Darm immer eine Zunahme 
von Fliissigkeit zu sehen. In Tabelle I ist die Fliissigkeitsmenge bei 
normalen Tieren etwa 5 ccm, in Tabelle II bei nebennierenlosen, obgleich 
Zucker resorbiert wurde, 6,3 ccm, also mehr als eingegeben wurde. 

Die Fliissigkeit enthalt viel Na-Salze, woriiber im nachsten Teil 
Naheres gesagt wird. 

I. 
a) Tétung nebennicrenloser Tiere durch Glucose?. 

Viel deutlicher als in Versuchen mit Injektion von Glucose in eine 
abgebundene Darmschlinge kann der H,O-Verlust mit dem folgenden 
Versuch demonstriert werden. Gibt man einer normalen erwachsenen 
Ratte von 180 bis 200 g Kérpergewicht per os mit Magensonde 5 ccm 
50 °,ige Glucose (= 2,5 g) ein, so wird das ohne jegliche Stérung ver- 
tragen. Insbesondere sieht man auch keine Stérung des Wassersto!t- 
wechsels. So fanden wir bei zwei normalen Tieren 4 Stunden nach der 


1 BE. J. Me Dougall u. F. Verzdr, Pfliigers Arch. 236, 321, 1935. — 
* Vorlaiufige Mitteilung: Nature 188, 844, 1936. 
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‘ 


Kingabe im ganzen Magendarmkanal nur 2,0 bzw. 2,7 cem H,O. Es 


entsteht auch kein Durchfall. 

Sonst scheinbar vollstandig gesunde nebennierenlose Tiere (8 Tage 
nach der Nebennierenexstirpation) werden dagegen von derselben 
Glucosemenge in 3 bis 6 Stunden unter den Erscheinungen eines schweren 
Durchfalls get6tet. Bei der Sektion findet man die Darme mit Fliissig- 
keit prall gefiillt. Das Blut ist eingedickt, so daB sich bei solchen Tieren 
durch Verbluten von der A, carotis aus nur etwa 1 bis 1'/, cem Blut 
vewinnen laBt, gegeniiber 4 bis 5 ccm Blut bei normalen Tieren. Die 
Fliissigkeitsmenge im Magendarmkanal bei der Sektion und in dem 
diarrhéeischen Stuhl, der bereits ausgeschieden war, betrug bei fiinf 
Tieren 8 bis 14 cem Fliissigkeit. Schon in der vorigen Versuchsreihe, 
bei direkter Injektion des Zuckers in den Darm, hatte sich der Wasser- 
eintritt in den Darm gezeigt und ist ,,osmotisch’’ erklirt worden. 
Nachdem hier der Darm frei ist, wird das Wasser ausgeschieden und 
fiihrt zu dem schweren Durchfall. 

Wir verfiigen derzeit tiber Erfahrung an etwa 100 epinephrekto- 
mierten Tieren, die auBer fiinf tiberlebenden, alle unter den gleichen 
Erscheinungen eingingen. Ob bei diesen seltenen Ausnahmen eventuell 
akzessorische Nebennieren vorhanden waren, oder ob hier bei der 
Exstirpation etwas Gewebe zuriickgelassen worden war, entzieht sich 
unserem Urteil. (In letzter Zeit sind Ausnahmen zu unserer Kenntnis 
vekommen, die eventuell auf Ernahrungsursachen zuriickzufiihren sind. 
Jedenfalls miissen die Tiere vom selben Stamm und mit gleicher, nicht 
flavinphosphorsaurereicher Kost ernahrt sein, weil diese nach unseren 
friheren Befunden nebennierenlose Tiere am Leben erhalt.) 


b) Die Entwicklung der Insuffizienz beim nebennierenlosen Tier. 

Dieser ,,Glucosetest’ eignet sich vorziiglich um zu zeigen, daB bei 
den Ratten nach Nebennierenexstirpation sich erst nach und nach 
eine Insuffizienz entwickelt. Ware eine unspezifische ,,Hinfalligkeit* 
am Tod der nebennierenlosen Tiere nach der Zuckerbelastung schuld, 
dann wirden diese eher in den ersten Tagen nach der Operation 
sterben. Gerade das Gegenteil ist aber der Fall. Wie die folgende 
Tabelle III zeigt, muB man mindestens 6, um sicher zu gehen, 8 Tage 
warten, bis die Tiere (die zum Test lebhaft und scheinbar gesund sein 
miissen) durch die Glucose getétet werden. 

Bei 10 von den 51 Tieren, die in dieser Tabelle angefiihrt sind, 
lag die Operation 4 Tage oder weniger zuriick; von diesen Tieren 
iiberlebten 9. Von den 41 Tieren, bei denen die Exstirpation vor 
5 oder mehr Tagen ausgefiihrt worden war, tiberlebten nur 6; bei 
Tieren, die vor mehr als 8 Tagen operiert wurden, kommt dies nur 
ganz ausnahmsweise vor, in neueren Serien von 10 Tieren iiberhaupt 
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Tabelle III. 





2,5 g¢ Glucose 2,5 g Glucose 
peros. Tage Zahl Tot in peros. Tage | Tot in 
nach der Neben- der 3 bis 6 Lebend | nachder Neben- | 3 bis 6 
nieren- Tiere Std. nieren- Std. 

exstirpation exstirpation 


8 10 
9 

10 

11 

13 

15 





nicht. Dies zeigt deutlich, daB die Nebenniereninsuffizienz sich erst 
in mehr als 4 Tagen, maximal am achten Tag, entwickelt. (In Ver. 
suchen, welche wir vor Jahren iiber das Sinken des O,-Verbrauchs nach 


Nebennierenexstirpation mit Arvay} ausfiihrten, fanden wir, dab am 
vierten Tage der O,-Verbrauch den niedrigsten Wert erreicht. Unsere 
friiheren Untersuchungen tiber, die Stérungen der Glucoseresorption 
und Fettresorption usw. wurden deshalb alle am vierten Tage nach 
der Exstirpation gemacht.) 

Erginzend seien zu diesem Zuckertodversuch an nebennierenlosen 
Ratten noch die folgenden Angaben gemacht: Geringere Mengen als 5 cen 
50°,ige Glucose gaben unsichere Resultate. Dosen von 1 bzw. 3 cem (0,5 
bzw. 1,5 g) téteten nur die Halfte einer Gruppe von je sechs Tieren. 

37 °,ige Glucose (1,88 g) tétete auch, dagegen 5cem 25 °,ige Glucose (1,25 ¢ 
von drei Tieren nur zwei. Die sicher t6dliche Dosis liegt also oberhalb 1,5 g 

Man war bisher oft geneigt, die Ratte zu Untersuchungen de: 
Nebennierenexstirpation als weniger geeignet als Hund oder Katze zi 
bezeichnen. Der Unterschied zwischen Ratte und Hund beziiglich de: 
Wirkung der Nebennierenexstirpation schéint uns nur der zu sein 
da}, wihrend der Hund sehr akut in eine tédliche Insuffizienz verfiallt, 
bei der Ratte die Insuffizienz oft lange nicht zum Tode fiihrt. Die 
Ratte ist deshalb zum Studium der Insuffizienzerscheinungen noch 
besser geeignet. 


c) Die Wirkung von Rindenhormon bei der Glucosebelastung nach Nebev 
nierencastirpation. 

Wir sind berechtigt anzunehmen, daB der in den vorangehenden 
Versuchen beobachtete Glucosetod der nebennierenlosen Ratten auf den 
Ausfall der Rinde zuriickgefiihrt werden muB, obgleich die Beobaci- 
tung an Tieren geschah, deren ganze Nebennieren exstirpiert waren 
Alle friiher beobachteten Stérungen des Kohlenhydrat- und Fettstoff- 
wechsels konnten wir stets mit Rindenhormon aufheben. Der Bewe's, 


L A, Arvay u. F.. Verzdar, diese Zeitschr. 284, 186, 1931. 
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dab es sich auch beim Glucosetod um den Ausfall der Rindenfunktion 
handelt, laBt sich ebenfalls so erbringen, daB man ihn mit Rinden- 
hormon verhindert. 


Wir gingen so vor,‘dafs} 1 Stunde vor der Glucosefiitterung den 
¢ 


Tieren ein Nebennierenrindenpraparat subcutan eingespritzt wurde. 
Gleichzeitig nahmen wir als Kontrollen unbehandelte nebennierenlose 
Tiere. Alle wurden 8 Tage nach der Nebennierenexstirpation untersucht 
und erhielten je 5 cem 50°, ige Glucose per os. Die Methode eignet sich 
vorziglich zur Titration von Nebennierenrindenpraparaten und wurde 
von uns bereits fiir diesen Zweck beschrieben!. Hier sei nur das 
Folgende angegeben: 

Mit ,,Eucorton’ in Mengen von 1,2 cem (zwei Tiere), ,,Cortin’ in 
Dosen von 1,5 cem (fiinf Tiere), ferner mit dem von Reichstein, Laqueur, 
Tausk u. Fremery*® unlingst beschriebenen Corticosteron in Dosen von 
0.2 mg (zehn Tiere), 1 Stunde vor der Glucose gegeben, bleiben alle 
Tiere am Leben und leben ebenso lange wie die Kontrolltiere. 

Wenn man 2 bis 3 Tage spater denselben Tieren Glucose ohne 
vorherige Rindenhormonbehandlung gibt, so sterben sie alle. In 
einigen Fallen haben wir nach groben Rindenhormondosen gesehen, 


r 


daB die Tiere noch nach 2 Tagen eine Glucosebelastung aushielten, 
nicht mehr jedoch nach 3 oder 5 Tagen. Man wird also mit dieser 
Methode auch die Dauer der Heilwirkung einer Hormondosis beurteilen 
konnen. 

Damit ist der Beweis erbracht, da der Glucosetod durch den 


Mangel der Nebennierenrinde verursacht wird. 


ad) Wirkung anderer Zucker. 


Mit anderen Zuckern, die ebenfalls per os 8 Tage nach E xstirpation 
der Nebennieren gegeben wurden, fanden wir das Folgende: 


oO 


Fructose. Drei Tiere erhielten je 4,5 cem 50° ,ige Lésung und starben 
in 1'/, bis 4 Stunden. 

Galaktose. Zwei Tiere erhielten je 5cem 25°,ige Lésung und starben 
innerhalb 6 Stunden. 

Xylose. Zwei Tiere erhielten je 5cem 25° ,ige Lésung und starben 
innerhalb 6 Stunden. 

Die Erscheinungen waren in allen Fallen dieselben wie bei der 
Glucose. Es trat Durchfall auf und der Darm war bei der Sektion mit 
Flissigkeit prall gefiillt. 


' Verhandl. d. f. Ver. Schweizer Physiologen, Januar 1937; Nature 139, 
331, 19387. — ? P. de Fremery, E. Laqueur, T. Reichstein u. Tausk, Nature 
139, 26, 1937. 
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ce) Wirkung von subcutanen Zuckerinjektionen. 

Es war von Interesse zu untersuchen, ob der Zuckertod nebey 
nierenloser Tiere auch dann eintritt, wenn die Injektion subcutan 
erfolgt. 

Alle normalen Ratten iiberleben die subcutane Injektion yon 
2.59 Glucose (5 cem 50°%,iger Lésung). Von sieben nebennierenlosey 
Tieren (am achten Tag der Exstirpation) starben dagegen alle, wenn 
sie 2 bis 2,5 g Glucose subcutan erhielten. Sie zeigten Zeichen von 
zunehmender Schwiache, ohne Abfiihren. Mit Mengen von 1 bis 1.5 » 
iiberlebte von sechs Tieren nur eins, und mit 0,5 g iiberlebten von vier 
Tieren alle die 6 Stundengrenze, eins starb nach 8 Stunden. 

Von den folgenden anderen Zuckern wurden je 1,25 g (5 cem 25° iv 
subcutan gegeben: 

Fructose. Von sechs Tieren ist kein Tier in 6 Stunden, drei innerha!! 
der nachsten 24 Stunden gestorben. 

Galaktose. Von fiinf Tieren starben drei im Laufe der nachsten 
24 Stunden. 

NXylose. Alle fiinf Tiere, die eine Injektion erhielten, starben in 
Laufe der nichsten 24 Stunden. 

Arabinose. Von vier Tieren starben zwei innerhalb der nachsten 
24 Stunden. 

GréBere Zuckermengen wurden nicht benutzt. Ein Vergleich mit 
Glucose, deren untere Giftigkeitsgrenze bei der angegebenen Menge 
lag, ist deshalb nicht méglich. 

Von anderen Substanzen wurden gepriift: 

Glycerin. 5 ccm 20° ,ige Lésung téteten alle drei gepriiften Tiere inne: 
halb 6 Stunden. 

Harnstoff. 5 cem 6- bis 10°, ige Lésung (0,5 g), vier Tieren injiziert, hat 
diese nicht getétet. 

NaCl. 5cem 8°. ige Lésung (0,4 ¢) hat fiipf Tiere nicht getétet. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, da®B Glucose nicht nur per os 
sondern auch subcutan in hypertonischer Lésung in Mengen iiber 1,5 


bis 2g gegeben, nebennierenlose Tiere rasch tétet. Etwas kleinere 
Mengen von Fructose, Galaktose, Xylose und Arabinose und ebenso 


Glycerin wirkten nach etwas langerer Zeit auch tédlich, dagegen 
Harnstoff und NaCl nicht. Alle diese Substanzen wurden in etwa fiinf 
bis zehnfach blutiosotonischer Lésung eingegeben. Die Hypertonie allein 
tétet, wie aus den letzten zwei Beispielen hervorgeht, die Tiere nicht. 
Samtliche langsamer eindringenden Zucker wirkten jedoch auch sub- 
cutan gegeben tédlich. 


Ill. Der Na-Stoffwechsel nebennierenloser Ratten. 
a) Na-Gehalt des Blutes. 
Um zu einer Erklarung des Zuckertodes der nebennierenlosen 
Ratten zu kommen, untersuchten wir den Gehalt des Blutes an Na 
Tabelle IV zeigt, daB bei Ratten, die bei einer gemischten (Zucht 
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Nahrung gehalten wurden, der Na-Gehalt des Blutes nach dem sechsten, 
konstant vom achten Tag nach der Nebennierenexstirpation auf etwa 
zwei Drittel des normalen abnimmt. Der Na-Gehalt des normalen 
attenblutes ist 0,360 °%%, Na. Bei 7- bis 14tagigen nebennierenlosen 
Tieren fanden wir Werte zwischen 0,234 bis 0,292 °,. 


Tabelle IV. Na-Gehalt des Blutes bei normalen Ratten und nach 


Nebennierenexstirpation bei gemischter (Zucht-)Nahrung. 





Tier mg-°9].. Tier mg-°%> 
Nr. Na Dies Nr. Na 


870 356,0 4.Tag nach Neben- 878 324,0 
871 356,0 nierenexstirpation 
1176 364.0] § 5. Tag -.; ii 882 343.0 
1253 353.0 eh ca cel) an 885  270,4 
a = ee 886 311.0 
1. Tag nach Neben- , Fore eae 969 292.0 
nierenexstirpation 874 320,0] 1: Spare Saree 907  257,0 
Diy a io 876 340.0 a > ees 909 269.6 
ee pa a 877 320.0] 1 ae aot as 867 234.0 





b) Na-Gehalt des Blutes bei verschiedener Erndhrung. 


Wir untersuchten dann, ob die Zusammensetzung der Nahrung 
fiir die Abnahme des Blutnatriums von Bedeutung ist. 

Die Tiere (150 bis 200g sechwere Mannchen) erhielten vom Tage 
der Nebennierenexstirpation an verschiedene Diait und wurden am achten 
Tage durch Verbluten getétet. 


Tabelle V. Na-Gehalt des Blutes bei nebennierenlosen Ratten 
mit verschiedenem Futter. 





Nach Nebennieren- Tie Na-Gehalt des 
exstirpation ler Futter Blutes 
Tage Nr. mg-° 


8 1102 Casein 292,9 
8 1236 a 239.5 
8 1237 234,9 
9 995 a 235,5 
9 996 é 282,6 
9 997 310.6 
9 998 293,0 
9 1031 ; 319,2 


1108 1 3 Kokusfett 353.8 
1108a Me oa 304,9 
1231 1 pm 310,7 
1003 332,0 
1004 196,0 
1113 2/, Casein + 1/, Maisstarke 

1227 4 

1228 

1032 

1037 


a) 


ee 


b> _ eS 0 NS 


3 ” 
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Die Diat bestand aus a) reinem Casein, b) 2 Teilen Casein mit 1 Te 
Kokosfett und c) 2 Teilen Casein mit 1 Teil Maisstarke. Hierzu kamen di, 
iiblichen Mengen Vitamine und Salzgemisch. Tabelle V zeigt die Resultat; 

In allen drei Gruppen sinkt der Na-Gehalt des Blutes, — vielleich 
in der Fettgruppe am wenigsten und in der reinen EiweiBgruppe an 


starksten, doch sind die Unterschiede nicht eindeutig. Das auffallendste 


an diesen Versuchen ist, daB der niedrige Blut-Na-Wert dann erreicht 
wird, wenn auch die starke Empfindlichkeit gegeniiber einer Zucker 
fiitterung (am achten Tage) auftritt. Auch ist uns aufgefallen, daB vor 
nebennierenlosen Tieren, die mit dem starkehaltigen Futter gefiitter: 
wurden, auffallend wenige iiberlebten, in dieser Reihe von zw6lf nur fiint 
wihrend alle Caseintiere iiberlebten. Bei unserem gemischten (Zucht 
Futter tiberleben etwa 75°, der erwachsenen Ratten die Nebennieren. 
exstirpation. 


c) Na-Bilanz nach Nebennierenexstirpation. 


Es wurde ferner versucht festzustellen, ob ein nachweisbare: 
Na-Verlust der Tiere nach der Nebennierenexstirpation eintritt. Mir 
drei Ratten wurden Bilanzversuche an 16 Normaltagen gemacht, dan 
die Nebennieren exstirpiert und mit den Bestimmungen weiter fort 
gefahren, bei einem Tier 8 Tage lang bis zum Tode, bei einem anderen 2) 
bei einem dritten 28 Tage lang. Ein merkbarer Verlust an Na nach de: 
Nebennierenexstirpation lieB sich nicht nachweisen. Wir verzichte: 


deshalb auf eine ausfiihrliche Wiedergabe. 


d) Na-Ausscheidung in den Darm bei Glucosebelastung. 


Bei der Fiitterung mit Glucose oder bei der Injektion einer Glucose 
lésung in eine Darmschlinge fanden wir, daB Fliissigkeit in das Darn 
jumen einstrémt. Im Gegensatz zu normalen Tieren nimmt bei neben 
nierenlosen Tieren in einer Darmschlinge die H,O-Menge nicht a) 
sondern zu, und bei der Glucosefiitterung der letzteren entstanden starke 
Diarrhéen, 

Mit dieser groBen Wasserausscheidung in den Darm geht auch eine 
starke Na-Ausscheidung einher. Das haben Mec Dougall und Verz 
(l.e.) schon in den analogen Versuchen titber Hemmung der Glucos: 
resorption durch Jodessigsiure beschrieben und aus den Diffusions 
verhaltnissen erklirt. Wie Tabelle VI zeigt, findet bei den nebennieren- 
losen Tieren nicht nur eine sehr groBe H,O-Ausscheidung, sondern auc! 
eine starke Na-Ausscheidung statt. 

Bei sieben nebennierenlosen Tieren wurden nach 5 cem 50 °,ive! 
Glucose 12,85 bis 18,30 mg Na ausgeschieden. 

Bei zwei normalen Tieren fanden wir im Darminhalt 6,47 bzw 
5,50mg Na, und auch dieses ware fiir den Korper nicht verlore: 
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Tabelle VI. Ausscheidung von Na in den Darm nach Glucose- 


fiitterung. 





Fliissigkeit im 

Darmkanal und 

ausgeschieden 
cem 


NaCl im Darm- 
inhalt und 
Faces 
mg 


Kingabe von 
50 °/5 Glucose 


Tage nach 
Nebennieren- 
exstirpation 


Tot nach Std. 


ecm 


14,23 

12,85 

14,27 

14,37 

18,30 
5 ) 12,52 
* 6 


f 12,27 
4f 6,47 2,0 
4+ 


5,50 Ae 
*** Normale Kontrollen. 


8,5 
8,0 
8,8 
9,3 
14,0 
** 
** 


Domnwme 


839 
SuO 
4 
Q7() ##* 
7] #** 


°° 


io @ 


Q (normal) 5 
Ot. a. 3 5 

* Galaktose. — ** Nicht bestimmt. 
veil die normalen Tiere sonst tiberleben. 


— + Getitet nach 4 Std., 


vegangen, weil bei normalen Tieren nach Glucosefiitterung kein Durch- 
fall entsteht. 

Das Blut von normalen Ratten enthalt 356 mg-°%, Na. In 10 ccm 
Blut waren also 35,6 mg Na vorhanden. Bei einer Ausscheidung von 
i8 mg Na in den Darm ware also die Halfte des gesamten Blut-Na ver- 
Nachdem die nebennierenlosen Tiere am achten Tag 
Na im Blute haben, sind die relativen 


lorengegangen. 
ohnehin nur etwa 
Verluste noch viel 


250 mg-°, 


gréBer. 


Diskussion. 

Die im vorangehenden beschriebenen Versuche beweisen zweierlei: 
Glueose wird nicht mehr selektiv resorbiert, wenn die Nebennieren 
entfernt sind, und groBe Glucosegaben wirken dann tédlich. 

Parallel mit der Entwicklung der Empfindlichkeit gegeniiber 
(Glucose sinkt bei den nebennierenlosen Tieren der Na-Gehalt des Blutes, 
und durch die Glucosefiitterung entstehen weitere sehr grofbe Na-Ver- 
luste durch den Darm. 

Wie lassen sich diese Befunde mit den einleitend erwaihnten ver- 
schiedenen Auffassungen iiber die Rolle der Nebennierenrinde in Ein- 
klang bringen ? 

DaB die selektive Glucoseresorption ni¢ht mehr stattfindet, erklart 
sich, wie wir wiederholt ausgefiihrt haben, daraus, das jene Synthese 
der Glucose im Darmepithel, die zur selektiven Resorption fiihrt (wahr- 
scheinlich ein mit Phosphorylierung verbundener Prozefs), nach Neben- 
nierenexstirpation ebenso wie nach Jodessigsiurevergiftung fehlt. 

Wir haben seit Jahren betont, daB die Adynamie, die Anderung der 
Zuckungskurve des Muskels, die Stérungen im Muskelstoffwechsel auf 
dieselbe grundlegende Stérung des Stoffwechsels der Kohlenhydrate 
zuriickgefiihrt werden kénnen, wie das Aufhéren der selektiven Glucose- 


resorption. 
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Wir sind also mit Britton und Silvette (1. c.) in Ubereinstimmu 
die der Kohlenhydratstoffwechselst6rung beim Nebennierenrindenmanve| 
eine besondere Bedeutung zusprechen. Nur fiigt sich diese nach unsere) 
Auffassung unter die anderen St6rungen der Veresterungen ein, wie wir 
sie bei der Fettresorption, Flavinresorption und im intermediaren Fett. 
stoffwechsel beobachtet hatten. 

Britton und Silvette (|. c. 1937) fiihren als Beweise ihrer Auf. 
fassung, dab die Kohlenhydratstoffwechselstérung das Wesentliche sei 
besonders zwei Punkte an: 

1. sinkt der Blutzucker der nebennierenlosen Tiere und 

2. findet man bei keiner anderen Stérung eine so groBe Abnahme 
der Kohlenhydrate des Kérpers (— 55°,) wie bei Nebennierenmange| 
(bei Pankreasdiabetes 7%). Unsere Auffassung, daB es sich um 
eine Stérung der Aufbauprozesse handelt (sowohl fiir Kohlenhydrate als 
fiir Fette usw.) erklart diese Verarmung des Koérpers an Kohlenhydraten 
vollkommen, und die Kohlenhydratstoffwechselstérung ist somit ein 


Teilsymptom dieser Stérung. 

Die Autoren haben in ihrer jiingsten Mitteilung auch gegeniiber 
der Auffassung Stellung genommen, da ,,die Abnahme des Plasmas 
an Na und Cl und damit verbundene Stérungen der Salzverteilung und 
Ausscheidung als das wesentliche Phanomen des Syndroms der Neben- 
niereninsuffizienz betrachtet werden;*. Sie zeigen, daB auch bei anderen 


vroBen chirurgischen Eingriffen ahnliche St6rungen der Salzverteilung 
vorkommen und finden u. a. bei Pankreasdiabetes sogar eine stirkere 
Abnahme des Serum-NaCl als nach Nebennierenexstirpation. 

Andererseits betont aber gleichzeitig ein Vertreter des Kendall- 
schen Arbeitskreises, Nilson (1. c.), die Auffassung, daB es sich bei 
Ausfall der Nebennierenrinde um eine Permeabilitatsst6érung handelt. 
Beieiner Diit, die wenig K und viel Na enthalt, kann man adrenal. 
ektomierte Hunde selbst ohne Rindenhormon am Leben erhalten. 
Besonders hervorgehoben wird, daB die Zunahme von K in der Nahrung 
schlecht vertragen wird. Rindenhormon oder NaCl driicken den er- 
héhten Blutkaliumwert wieder herunter. Gegeniiber dieser Rolle, dic 
nun dem K eingeraumt wird, tritt die friiher z. B. von Swingle und 
Pfiffner! fiir wichtig gehaltene Bluteindickung oder die vor kurzem 
noch von vielen fiir charakteristisch betrachtete Zunahme des Blut- 
harnstoffs ganz zuriick: ,,The adrenal cortical hormone probably is 
concerned with the permeability of cell membranes und auf 8. 630: 
, the exchange of K through the cell membrane‘ (Nilson). 

Unsere obigen Versuche haben gezeigt, wie es durch Hemmuny 
der selektiven Glucoseresorption zu einem viel langsameren Eindiffun- 


1 W. W. Swingle u. J.J. Pfiffner, z. B. Science 77, 58. 
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dieren der Glucose kommt. Dadurch strémen gleichzeitig Na-Salze 
NaCl und NaHCO,) vom Blute in den Darm. Nachdem letztere 
rascher diffundieren als die Glucose, kommt es zu einer Hypertonie, 
und Wasser wird in das Darmlumen gezogen. Das erklart ebenso wie bei 
der Hemmung der selektiven Glucoseresorption durch Jodessigsaure, 
warum die Fliissigkeit im Darminhalt bei den nebennierenlosen Tieren 
zunimmt, und warum nach gréBeren Glucosedosen die groben Na- 
und Wasserverluste durch den Darm entstehen. Der Tod nach 
vroben Zuckergaben per os diirfte mit den groBen Na-Verlusten, die 
die Halfte und mehr des gesamten Blutnatriums ausmachen, vollstandig 
erklart sein. 

Man muB sich nun aber auch dariiber klar sein, da ahnliche Ver- 
haltnisse wie zwischen Darminhalt und Darmschleimhautepithel auch 
zwischen BlutgefaBsystem und den Organzellen bestehen. Wird die 
normale Glucoseaufnahme in die Zellen ebenfalls durch intracellulare 
Synthesen der Glucose geregelt, wofiir alle Wahrscheinlichkeit besteht, 
dann wird es, falls diese bei Nebennierenmangel gehemmt wird, zu 
ihnlichen osmotischen Verschiebungen kommen wie im Darm. Es wird 
auch in den Muskeln zu einem Verlust von Na und Wasser kommen, 
weil die Glucose nicht aufgenommen wird und die Na-Salze deshalb mit 
dem H,O in der Richtung des Blutes wandern. Die Resorption aus dem 
Darm ist fiir uns ein einfacheres Modell fiir das Geschehen zwischen Blut 
und Gewebe. Daraus erklart sich aber auch, daB die Zucker nicht nur 


per os gegeben, sondern auch subcutan tédlich wirken, denn es kommt 
dann zu denselben Na-Verlusten aus den Geweben wie bei per os-Gaben 
aus dem Blute in den Darm. Eine besondere Annahme, um die 
Toxizitat der Zucker zu erklaren, ist also nicht noétig. 


Ebensowenig ist es auffallend, daB auch andere Zucker als Glucose 
toxisch wirken. Denn auch sie werden ja langsam aufgenommen, 
ebenso wie die Glucose. (Der Unterschied besteht nur darin, dal 
Glucose und Galaktose beim nebennierenlosen Tier auch langsam 
resorbiert werden!) 

Es wird durch das Aufhéren der Glucosebindung ganz allgemein 
eine Tendenz entstehen, das Na austreten zu lassen, denn die Na-Salze 
sind ja am wesentlichsten an der Aufrechterhaltung der osmotischen 
Konzentration beteiligt. 

Wenn betont wird, daB der nebennierenlose Hund sein Na haupt- 
sichlich durch die Niere abgibt, so wird sich das ahnlich erklaren, wie 
die Na-Verluste durch den Darm, wenn in diesen zuviel Glucose gelangt. 

Die Verarmung des Blutes an Na, wie sie bei den nebennierenlosen 
Tieren bei verschiedenen Diaten im Laufe der ersten Woche auftritt, 
diirfte so zu erklaren sein, da durch die erwahnten Stérungen be- 
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stimmter Synthesen dauernd Na zu osmotischen, vielleicht auch 21 
Neutralisationszwecken verwendet wird und dadurch zur Ausschiej- 
dung gelangt. 


Der stete Austausch des Na zwischen Muskel und Blut geht z. \3. 
aus den Untersuchungen von Malorny und Netter! (1936) hervor, die 
bei Muskelreizung Zunahme des Faser-Na bis zu 100° fanden, was 
nach ihnen mit der Milchséurebeseitigung zusammenhangt. Anderer- 
seits zeigten Hastings und Hichelberger (1937), wie rasch die Muskel- 
faser Na und H,O abgibt, wenn z. B. intravenés oder intraperitoneal! 


hypertonische Zuckerlésungen gegeben werden oder nur das py des 
Blutes geandert wird. 

Des weiteren ist aber zu fragen, warum die starke Empfindlichkeit 
gegen K entsteht, wenn das Na des Blutes durch die osmotischen Ver 
haltnisse verlorengeht. Auch hier scheinen Erklarungsmdéglichkeiten 
durchaus gegeben. In einem System, bei welchem durch eine Membran 
0,850 % NaCl und 0,010 °%, KCl gegen 5,6 %, Cg Hj). Og (beide isosmotisch | 
diffundieren, findet der Diffusionsausgleich auf sehr kompliziertem 
Wege statt. Zuerst wird die C,H,.0,-Seite an Volumen zunehmen, weil 
mehr NaCl hiniiber geht als Cg H,.O, heriiber. Es ware durchaus denk bar, 
dab sich dabei das Verhaltnis Na+: K+ zugunsten des K+ verschiebt. 
Schreinemakers hat zahlreiche solche Falle bearbeitet. Es kommen noch 
weitere Bedenken hinzu. Eine Bindung des K im Gewebe, wie sie wahr- 
scheinlich ist, halt dieses in den Zellen zuriick, waihrend das Na zum 
osmotischen Ausgleich fortdiffundiert ; das Verhaltnis Na: K wird dann 
noch mehr zugunsten des letzteren verschoben. Das Ergebnis wird 
eine Vergiftung mit K-Ionen sein. Der Tod der nebennierenlosen 
Hunde scheint ein Herztod zu sein, und er kénnte sehr wohl durch 
Stérung dieses Gleichgewichts verursacht werden. 


Letzten Endes kann man sagen, dafs durch die Hemmung der 
selektiven Glucoseresorption die ,,Permeabilitat’’ des Darmepithels fiir 
Glucose vermindert worden ist. In iibertragenem Sinne ware dann die 
Ursache der Stérungen eine ,,Permeabilitaétsinderung’, so wie sich 
Nilson ausdriickt, aber sie ist allerdings in einem Aktivitatsfaktor des 
Darmschleimhautepithels begriindet. 

Diese Ausfiihrungen sollen zeigen, dafs es demnach durchaus 
méglich ist, alle die nach dem Nebennierenrindenausfall beobachteten 
Erscheinungen auf einen gemeinsamen Nenner zu bringen. Insbesondere 
sind die Stérungen des Na- und K-Stoffwechsels als sekundare Folgen 
der iibrigen Stoffwechselstérungen aufzufassen. In ihrer Wirkung auf 
das Tier kénnen sie dabei allerdings ausschlaggebend werden, z. } 
durch die St6érung des Na: K-Gleichgewichts. 


1G, Malorny u. H. Netter, Pfliigers Arch. 2388, 153, 1936. 
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Zusammenfassung. 

1. Nach der Exstirpation der Nebennieren wird die selektive Glucose- 
resorption aufgehoben, und die Resorption erfolgt nicht mehr schneller 
als die von Xylose. Die Resorption der Xylose wird nicht vermindert. 

2. Wahrend aus abgebundenen Darmscblingen beim normalen 
Tier aus einer blutisotonischen Glucoselésung auch das Wasser rasch 
resorbiert wird, geschieht nach Nebennierenexstirpation dasselbe, was 
friher fir Jodessigsdurevergiftung gezeigt wurde: Die Fliissigkeits- 
menge im Darm nimmt zu, was sich aus dem Eindiffundieren von 
Na-Salzen erklart. 

3. Durch Fiitterung mit Glucose (2,5 g) werden nebennierenlose 
fatten in 3 bis 6 Stunden unter profusen Diarrhéen getétet. 

4. Die Insuffizienz gegeniiber Glucose entwickelt sich erst nach 
dem dritten Tage nach der Exstirpation und ist erst vom achten Tage 
an immer zu beobachten. 

5. Ahnliche Wirkung haben perorale Gaben von Fructose, Galaktose, 
Xylose, Arabinose. 

6. Auch subcutane Injektion von Glucose wirkt bei nebennieren- 
losen Tieren tédlich, in Mengen von 2 bis 2,5 g immer, haufig auch in 
Mengen von 0,5 bis bis 1,5 g. 

7. Die anderen Zucker erwiesen sich ebenfalls als giftig, aber viel- 
leicht etwas weniger. 

8. Zehnfach hypertonische Lésungen von Harnstoff und NaCl 
werden ertragen. Es handelt sich also nicht um eine allgemeine Zu- 
nahme der Empfindlichkeit. 

9%. Bei peroralen Gaben von Glucose verlieren die Tiere mit viel 
Wasser (8 bis 14 ccm) auch Na-Mengen, welche der Halfte ihres Ge- 
samtblutnatriums entsprechen. 

10. Bei gemischter Kost gehaltene Ratten zeigen 8 Tage nach der 


Nebennierenexstirpation eine Abnahme des Blut-Na von 356 mg-% 
auf etwa 220 mg-%; das gleiche gilt fiir Ratten bei verschiedenen 


anderen Kostformen. 

11. Ein wesentlicher Verlust an Na durch Vermehrung des Na in 
den Exkreten lieB sich nicht nachweisen. 

12. Rindenhormon, | Stunde vor der Zuckergabe subcutan injiziert, 
rettet die Tiere. Es tritt kein Durchfall auf und die Tiere iiberleben. 
Schon 0,2 mg Corticosteron, 1,2 ccm Eucorton oder 1,5 ccm Cortin 
waren wirksam. 

13. Die Stérungen des Na- und H,O-Stoffwechsels werden als 
sekundare Folgen der Stérung des Kohlenhydratstoffwechsels erklart. 

Der Ella Sachs-Plotz-Foundation sprechen wir fiir die Unterstiitzung 
ieser Untersuchungen unseren ergebensten Dank aus. 


Biochemische Zeitschrift Band 292. 





Weitere Untersuchungen 
iiber die Bedingungen der selektiven Glucoseresorption. 
Von 
F. Verzér und H. Wirz. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Basel.) 
(Eingegangen am 21. Juni 1937.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Der Nachweis, dak bestimmte Zucker selektiv rasch resorbiert 
werden, hat zu neuen Anschauungen iiber. aktive Vorgange im Epithe! 
der Darmschleimhaut gefiihrt!. Es ist deshalb in hohem Grade wiin. 
schenswert, daB die experimentellen Beweise weitgehend gesichert und 
die Bedingungen, welche diesen AktivitatsprozeB beeinflussen, geklart 


~ 


werden. 

Ein aktiv selektiver Vorgang ist fiir die Resorption der Glucose und 
Galaktose vorhanden, fehlt jedoch fiir andere Hexosen und Pentosen 
Aus blutisotonischen Lésungen werden die ersten zwei Hexosen um das 
Mehrfache rascher resorbiert als die anderen Zucker?. Es war nun zu 
untersuchen, 1. ob verschiedene Teile des Diinndarms bei der Glucose. 
resorption sich gleich verhalten, und 2. ob dieser Aktivitatsprozet} 
durch die Temperatur beeinfluBt werden kann. 3. war zu priifen, ob 
auch Unterschiede in der Resorptionsgeschwindigkeit nicht selekti\ 
resorbierter Zucker (z. B. Xylose) aus verschiedenen Diinndarmteilen 
bestehen und 4. ob diese ebenfalls von der Temperatur beeinfluBbar ist 
Wir untersuchten auBerdem 5. den EinfluB der Temperatur auf dic 


Wirkung der Jodessigsaure, welche den AktivitatsprozeB hemmt, und 
6. auf den Zusammenhang mit der Konzentration als klarsten Beweis 
einer Aktivitat. 


Nach der Beschreibung dieser Vorgainge in der letzten Zeit ware 
zu erwarten, daB die Resorption der Xylose, die als einfacher Diffusions- 
prozeB aufgefaBt wird, von diesen Faktoren unbeeinfluBt bleibt, denn 
die Oberfliche des Rattendiinndarms ist in den verschiedenen Teilen 
nicht wesentlich verschieden*® und Diffusionsprozesse werden innerhal) 
der in Betracht kommenden Temperaturbereiche kaum_ verandert 
Dagegen ware zu erwarten, daf ein aktiver StoffwechselprozeB, wie et 


! Literatur s. in der vorstehenden Arbeit; dieses Heft S. 159. 
2 Literatur beziiglich verschiedener Tierarten s. bei Verzdr, ,,Absorptioy 
from the Intestine’, Longmans, 1936. 8.120. — * Ebenda S. 9. 
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hei der Glucoseresorption vorhanden ist, besonders durch die Tem- 
peratur wesentlich beeinfluBt wird. 


Am in Ringerlésung tiberlebenden Kaninchendiinndarm haben 
bereits Magee! und Mitarbeiter gézeigt, daB im oberen Teil (Jejunum) 
Glucose besser resorbiert wird als im unteren Teil (Ileum), und daB Ab- 
kiihlung den Unterschied der Resorptionsgeschwindigkeit zwischen 
Glucose und Xylose aufhebt, d. h. der erstere Vorgang aktiv ist. Gegen 
die Beweiskraft dieser sch6nen Versuche war hoéchstens das einzu- 
wenden, daB sie am iiberlebenden Darm, in kurzfristigen Versuchen 
gemacht wurden, wahrend es bei der Ratte méglich ist, unter verhaltnis- 
miBig normalen Bedingungen am ganzen Tier zu arbeiten. 


Methodik. 


Wir benutzten die in diesem Institut iibliche Methodik. Etwa 200 g 
schwere Ratten wurden mit 1,2 mg pro g Urethan subcutan narkotisiert. 
Nach 1 Stunde wurde der Diinndarm vom Duodenum aus mit 20 cem 
37° C warmer Ringerlésung ausgewaschen und dann ein oberes 30 cm langes 
und ein zweites ebenso langes unteres Diinndarmstiick doppelt abgebunden. 
Der Darm wurde dann zuriickgelegt und in jede Schlinge aus einer Pravaz- 
spritze je 3ccm Zuckerlésung injiziert, dann 1 Stunde gewartet, nun das 
Tier getétet, die Darmschlingen griindlich ausgewaschen und der Zucker 
sogleich in Doppelanalysen nach Bertrand bestimmt. 

Die Temperatur der Tiere wurde immer im Rectum gemessen. Sollte 
sie konstant gehalten werden, dann kam das Tier auf ein Heizkissen, sollte 
es umgekehrt abkiihlen —- was bei der Bauchoperation ohnehin leicht 
eintritt —, so wurden keine solehe Vorkehrungen getroffen. Man kann auf 
diese Weise verschieden starke Abkiihlung bekommen. 

Die Zuckerlésungen waren (abgesehen von den Versuchen des Teils TV) 
stets blutisotonisch (Glucose 5,4°,, XMylose 4,5°,). Die eingegebenen 
Mengen waren (nach Abzug des Spritzenfehlers) immer 154 mg Glucose 
und 129 mg Xylose. Wir geben die Resorption in den Tabellen in mg an 
und in den Abbildungen in °,, wobei die Abszisse die Temperatur des 
Tieres und die Ordinate die Resorption in °, angibt. Unter der wohl 
zutreffenden Annahme, da zwischen den beiden gemessenen Groen 
lineare Abhangigkeit besteht, wurden die MeSwerte mittels einer Geraden 
nach der Methode der kleinsten Quadrate ausgeglichen. Herrn Prof.O. Spiess 
danken wir fiir seine Ratschlage hierbei. 


Versuche. 
I. Wirkung von Ort und Temperatur auf die Glucoseresorption. 


Wie aus der Abb. 1 und Tabelle I hervorgeht, wird sowohl aus 
dem oberen wie aus dem unteren Teil des Diinndarms um so mehr 
(lucose resorbiert, je héher die Kérpertemperatur des Tieres ist. An- 


1D. W. Auchinachie, R. Macleod u. H. E. Magee, J. of Physiol. 69, 
185, 1930. 
12* 
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dererseits wird aus der oberen Schlinge immer mehr resorbiert als ays 
der unteren. Die Werte sinken von iiber 90 bis auf 36° in der oberen 
und von tber 60 auf 19°, in der unteren. Es besteht eine weitgehende 
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Abb. 1. Resorption yon Glucose 5,4°/9 
und Xylose 4,5°/) bei normalen Tieren 
bei verschiedener Kérpertemperatur. 
Glucose: a) oben @ Xylose:c) oben © 

b) unten x d) unten QO 


Proportionalitat zwischen der Kérper. 
temperatur und der _ Resorptions. 
groBe. Es kann gesagt werden, da(} 
aus der unteren Halfte des Diinn. 
darms (bei jeder Kérpertemperatur 
immer etwa ein Drittel weniger 
resorbiert wird als aus dem oberen 
Teil. Der AktivitatsprozeB verliuft 
also intensiver im oberen als im 
unteren Diinndarmteil und ist stark 
temperaturempfindlich. Bei Kérper- 
temperaturen unterhalb 24°C scheint 
eine Aktivitét fast ganz zu fehlen, 
denn die Werte der Resorption 
liegen in der Gr6éBenordnung § der- 
jenigen fiir Xylose (20%), welche 
nicht aktiv resorbiert wird. 


Tabelle I. Resorption von 5,4° iger Glucoselésung bei normalen 
Tieren bei verschiedener Kérpertemperatur. 





Nr. Geschlecht Gewicht 


£ 


rou 182 
o" 210 
fou 200 
rou 180 
Q 220 
ou 195 
rou 185 
rou 188 


Tempe- 
ratur 
oC 
24,5 
29,3 
31,0 
32,7 
33,1 
34,2 
36,0 
37,5 


Resorbiert oben Resorbiert unten 





mg 10 mg %p 
57, 36,3 35,6 19,3 
70, 44,6 53,2 33,7 

7 51,4 33,9 

109,2 69,5 55,2 35,1 
126,5 78,8 77,2 47,8 
148,0 93,4 83,8 52,5 
£ 98,4 61,5 
133,5 83,9 101,9 64,2 


II, Wirkung von Ort und Temperatur auf die X yloseresorption. 


Die Kurven ec und d der Abb. 1 zeigen die gleichartigen Versuche mit 
X ylose (Tabelle II). Es ist sehr deutlich, daB hier erstens fast kein Unter- 
schied zwischen oberem und unterem Diinndarmteil besteht, denn in den 
vier Fallen, wo Parallelversuche am selben Tier vorliegen, wurde aus dem 
oberen Teil nicht mehr resorbiert als aus dem unteren. Zweitens zeizt 
sich, dag’ die Xyloseresorption nicht temperaturempfindlich ist. Bei 
24° C Korpertemperatur wird nicht weniger Xylose resorbiert als bei 


38° C. 


Daher liegen alle Werte innerhalb der Fehlergrenzen auf der 
£ £ 


selben Ordinate, d. h. prozentual wird bei jeder Temperatur gleich vic! 


resorbiert. 





ils aus 
»beren 
her ide 
Orper- 
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Is im 
stark 
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Tabelle Il. Resorption von 4,5°, Xylose bei normalen Tieren bei 
verschiedener Kérpertemperatur. 





contains) Sree. | “Team | Boat ates es 
g 9C mg 9% mg %o 

150 24,0 13,8 10,7 19,1 14,8 

230 28,8 19,4 15,0 16,6 

200 31,0 37,7 29,2 

150 33,5 12,8 10,0 14.5 11,5 

185 36,0 29,1 22,6 

220 39,5 21,4 16,5 21,2 16,3 


AAA™RAA’ 


II1. Jodessigsiurewirkung bei verschiedener Temperatur und in verschiedenen 
Darmteilen. 

Nachdem der eine wesentliche Beweis fiir das Bestehen eines aktiven 
Vorganges bei der Glucoseresorption der war, dal} man diesen mit Jod- 
essigsaure vernichten kann!, war es interessant zu sehen, wie die Glucose- 
resorption bei Jodessigsiurevergiftung in den verschiedenen Darmteilen 
und bei verschiedener Temperatur verliuft. Wir haben deshalb die 
Resorption von Glucose ebenso wie in der Versuchsreihe I bestimmt, 
nachdem die Tiere 1 Stunde vor der Injektion des Zuckers 0,08 mg pro g 
Korpergewicht Monojodessigsaure (neutralisiert mit Na,CO,) subcutan 
injiziert erhalten hatten. 

In Bestatigung der friiheren Untersuchungen ergibt sich, dai 
Jodessigsiure die Glucoseresorption vermindert. Die Verminderung ist 
aber besonders im oberen Teil des 


Diinndarms auffallend, wo der Akti- 6 
as ere poe? % 
vitiitsprozeB, wie sich aus Teil I er- 5 
vab, besonders intensiv ist (Abb. 2 und 


Tabelle III). Die Glucoseresorption 


40 


‘ F * i 30} 
wird in den Versuchen zwischen 


34 und 38°C von etwa 85%, auf etwa 

4°, in der oberen Schlinge, und von 7 
i) £ 

etwa 60% auf etwa 37°, in der 


20 








ee aw 2b 2 530" 
unteren Schlinge herabgesetzt. Das a ae ae ee 


entspricht den friiher angegebenen Abb. 2. Resorption von Glucose 5,4 ° 
Werte bei verschiedener Kérpertemperatur 
erten. nach Vergiftung mit Monojodessigsiure. 
Ferner zeigt sich, dah die a) oben @ b) unten © 
Glucoseresorption nach Jodessig- 
siurevergiftung nicht nur geringer, sondern auch viel weniger tem- 
peraturempfindlich wird, d.h. wenn der AktivitatsprozeB durch das 
Gift vermindert ist und der Diffusionsproze8 der Resorption bestehen 
bleibt, so treten ahnliche Verhaltnisse auf wie fiir Xylose beim 


1 W. Wilbrandt u. L. Las2zt, diese Zeitschr. 259, 398, 1933. 
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normalen Tier. Dies war zu erwarten, denn der Diffusionsproze} jst 
praktisch temperaturunempfindlich. Die Abb. 2 1aBt allerdings deut|ich 
erkennen, daB durch die Vergiftung der AktivitatsprozeB noch nicht vo)l- 
standig erloschen war, denn eine geringe Orts- und Temperaturempfind- 
lichkeit ist noch vorhanden. 


Tabelle III. Resorption von 5,4°, Glucose nach Vergiftung mit 
Monojodessigsaure. 





Gewicht Tempe- Resorbiert oben Resorbiert unter 


Geschlecht ratur cee 
g oC mg 0/9 mg ( 
\ 





210 25,0 55,0 36,7 29,8 20,0 
212 26,0 14,4 9,5 
205 - 28,0 40,4 24,4 18,4 in Ry 
200 28,8 54,8 35,1 22,0 13,9 
200 30,0 31,6 20,8 
193 33,0 92,4 56,0 67,2 38.65 
216 34,7 66,5 41,1 55,5 34,3 
210 SO 54,0 33,3 49,2 30.5 
: 35,2 53,0 33,0 50,6 31,5 
216 36,0 81,5 50,4 66,1 40,8 
185 36,7 67,5 42,2 
190 | 37,6 84,6 65,0 43,4 


40 2, 4040404040 © 40404040 


Die Werte der Glucoseresorption bei Jodessigsiurevergiftung zeigen 
eine verhaltnismaéBig groBe Streuung, was selbstverstandlich ist, denn es 
gelingt nicht, in allen Fallen eine gleichmaBige Schaidigung mit diesem 
Gift zu erreichen. 

Damit wird auch fiir die Jodessigsiurevergiftung die friiher be- 
schriebene Wirkung bestatigt. Es ist klar, daB sie den Aktivitits- 
prozeB vernichtet. 


IV. Konzentrationswirkung und Temperatur. 


Als besonders treffender Beweis dafiir, daB Glucose aktiv und Xylose 
nur durch Diffusion aufgenommen wird, wurde angefiihrt, daB die 
Xyloseresorption mit der Konzentration der Lésung ansteigt, dagegen 
die Glucoseresorption nicht!. Falls der AktivitatsprozeB der Glucose- 
resorption bei Abkiihlung verschwindet und Glucose dann auch nur 
durch Diffusion resorbiert wird, so mu’ im abgekiihlten Tier ihre 
Resorption ebenfalls mit der Konzentration zunehmen. Wie Abb. 3 
zeigt, ist das tatsaichlich der Fall. Glucose verhalt sich beim auf 27° ( 
abgekiihlten Tier ebenso wie Xylose, ganz im Gegensatz zum Tier bei 
normaler Kérpertemperatur in unseren friiheren! Versuchen (Tabelle IV 


und V). 


| F. Verzdr, diese Zeitschr. 276, 17, 1935. 
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Tabs 
a 


bei 27°C Kérpertemperatur. 


lle IV. Resorption von Glucose verschiedener Konzentration 





Ge- 


Konzen- 


Ge- Gewicht 


schlecht 


176 
176 
200 
176 


? 
2 
? 
? 


labelle V. Resorpt ion 


Konzen-|| Resorbiert 
tration || 


|| mg lo 
27,9 
24,7 28,6 
43,9 24,6 
29,3 | 16,3 





Gewicht Resorbiert 


’ tration 
Nr. schlecht : 
"io mg 6 0 


192 9 
206 
195 
192 


28 
42 
33 


27 


62,8 
62,2 
62,3 


67,2 


24,0 
24,2 
18,1 
19,5 


12 


2 
? 
? 
g 


von Xylose verschiedener Konzentration 
bei 27°C Kérpertemperatur. 





Konzen-| 


Ge- Gewicht 


échionhd tration 


Resorbiert 
mg % 
15,4 
9,2 
16,2 


42,4 


17,6 
11,6 

9.6 
24,2 





Konzen- 
tration 


%p mg | %p 


7e- Gewicht 


Resorbiert 
schlecht oR er 


Nr. 


37 
38 
34 
35 


9 60,6 
49,8 
104,2 
79,4 


24,6 
20,1 
31,8 


24,2 


2 
? 
Q 12 
? 


Will man, ahnlich wie in der friiheren Arbeit!, die Verhaltnisse so 
ausdriicken, da man nicht die absoluten Prozentwerte der Resorption, 
sondern die fiir verschiedene Konzentrationen vergleicht, dann kann 


eigen 

700 
mg 
60 


in es 
lesem 








2% 15 


Konzen- 


C Korper- 


b) Xylose O 


g 
Abb. 3. Verhiiltnis der 
ylose tration der eingegebenen Zucker- 
die lésung (Abszisse) zur resorbierten 
Menge (Ordinate) bei 27° 
even temperatur. 
OSe- a) Glucose @ 
nur 
ihre : 
s konstant sind. 
WD. 


79 (: 
bei 


2 IV 


40, 
% 


20} 





0 g 2 % 15 
Abb. 4. Verhiltnis der Konzen- 
tration der eingegebenen Zucker- 
lésung (Abszisse) zur prozentualen 
Resorption (Ordinate) bei 27°C 
Kiérpertemperatur. 
a) Glucose @ b) Xylose © 


man sagen, daB diese bei Xylose, einem Diffussionsvorgang entsprechend, 
Bei Glucose nehmen sie aber mit der Konzentration 
ab, weil der AktivitatsprozeB, unabhangig von der Konzentration, kon- 
stant viel resorbiert. Bei Abkiihlung bleiben die Verhaltnisse fiir Xylose 
die gleichen, aber auch Glucose gibt nun konstante Werte, weil sie jetzt 
ebenfalls nur durch Diffusion resorbiert wird. Abb. 4 zeigt diese Verhalt- 


nisse bei 279 C Kérpertemperatur. Zum Vergleich sind die Glucose- und 


1 F. Verzar, diese Zeitschr. 276, 17, 1935. 
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Xylosekurven bei normaler Korpertemperatur aus der friiheren 
teilung (l. ec.) verwendbar. 




































Diskussion. 





Die vorangehenden Versuche zeigen, da der die selektive G/,, 
resorption bedingende ProzeB im oberen Teil des Diinndarms stirke 
wirkt als im unteren. Sie zeigen ferner, daB er sehr stark temperatur- 
empfindlich ist. Man darf wohl annehmen, da bei niedriger Kérper. 
temperatur, von etwa 24 bis 27° C, dieser aktive Vorgang fast ganz felj|; 
und dann auch die Glucose nur noch durch Diffusion aufgenomme; 
wird. Bei dieser Temperatur werden unter unseren Versuchsbedingunge 
noch etwa 30°), Glucose resorbiert. Dieser Wert liegt allerdings immer 
noch héher als der Resorptionswert fiir Xylose (15 bis 20°) bei jeder 
Temperatur. Man wird wohl sagen diirfen, daB, wenn man bei 37° | 
Koérpertemperatur etwa 85°, Glucoseresorption findet, dann etwa 30) 
durch Diffusion und 55°, durch den aktiven ProzeB aufgenommen 
werden. Die Verminderung der Resorption durch Jodessigsaure bezieht 
sich auf diese 55°, wahrend der andere Teil unbeeinfluBt bleibt 

Als Beweis dafiir, daB Xylose durch einen reinen Diffusionsproze 
aufgenommen wird, galt bisher zweierlei: a) die UnbeeinfluShbar 
keit durch Jodessigsiurevergiftung und b) die Proportionalitat de: 
Resorption mit der Konzentration. Hierzu kommt nun ¢) di 
Unabhangigkeit von der Kérpertemperatur und d) die Unabhangigkei: 
von dem Teil des Diinndarms. Ein einfacher DiffusionsprozeB wird sic! 
durch eine Temperaturdifferenz von 38 auf 24°C nicht wesentlic! 
beeinflussen lassen, und bei der Ratte ist die Oberflache des Diinndarm- 
unten nicht wesentlich geringer als die des oberen Diinndarms. 

Nachdem die Tatsache fest gestellt worden-war, da Glucose im obere: 
Diinndarm rascher resorbiert wird als im unteren, wurde in der nachste 
Arbeit (mit Judovits) gezeigt, dab dasselbe auch fiir die ebenfalls selekt! 
resorbierte Galaktose gilt, andererseits werden die ebenfalls nicht selektiy 
resorbierten Zucker Mannose, Sorbose und besonders Arabinose ebens 
wie Xylose oben und unten gleich langsam resorbiert. Das bestatiy! 
auch, daB nur Glucose und Galaktose selektiv resorbierte Zucker sind 





Aus der sehr starken Temperaturempfindlichkeit des Aktivitatsprozes-e- 
erklart sich, daB verschiedene Untersucher verschieden groBe Resorpti 
werte fiir Glucose erhalten haben. Bei den langen Manipulationen in de 
Bauchhoéhle kiihlen die Tiere sehr bald ab und nur zu leicht ist es dam 
méglich, daB man an einem solchen Tiere zu niedrige Resorptionswert 
erhilt. Um extreme Beispiele zu wahlen: Es kénnte jemand in Al)! 
93°, Glucoseresorption mit 10°, Xyloseresorption vergleichen, ode1 

20°, Glucose- mit 22 oder 29°,, Xyloseresorption. Es ist sehr wahrschei! 
da die Unkenntnis dieser wesentlichen Faktoren manchen merkwiirdix: 
Resorptionswert friiherer Autoren erklart. Unsere Versuche zeigen jeden! 
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man eine Substanz immer nur aus einer gleichen Diinndarmschlinge 
rbieren lassen soll und daB man streng auf die Erhaltung der Kérper- 


peratur zu achten hat und diese stets kontrollieren mul}. 


Zusammenfassung. 


1. In der oberen Diinndarmhalfte werden immer etwa 30°, mehr 
Glucose resorbiert als in der unteren. 

2. Fir Xylose bestehen keine wesentlichen Unterschiede. 

3. Bei Abkiihlung des Tieres von 38 auf 24°C wird sowohl oben 
wie unten proportional weniger Glucose resorbiert. 

4. Die Xyloseresorption bleibt dagegen durch die Abkiihlung 
unbeeinfluBt. 

5. Die Jodessigsiurevergiftung wirkt auf die Glucoseresorption in 
der oberen Diinndarmhalfte starker, weil der Aktivitaétsproze dort 
intensiver ist. Auch hier zeigt sich die Wirkung der Kérpertemperatur, 
indem bei unvollkommener Vernichtung der Aktivitaét die Resorption 
bei warmen Tieren immerhin noch gréBer ist als bei abgekiihlten, jedoch 


sind die Unterschiede, entsprechend einem Diffusionsproze}, viel geringer. 
6. Die Unabhangigkeit der Glucoseresorption von der Konzentration 
der Lésung, welche das Charakteristische fiir einen aktiven Resorptions- 


prozeB ist, hért auf, wenn das Tier abgekiihlt wird. Es wird nun pro- 
zentual immer gleich viel bzw. quantitativ um so mehr aufgenommen, 
je konzentrierter die Loésung ist. 





Die Resorption 
verschiedener Zucker nach Exstirpation der Nebennieren, 


Von 
N. Judovits und F. Verzar. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Basel.) 


(Eingegangen am 21, Juni 1937.) 


Aus verschiedenen Arbeiten dieses Instituts ist bekannt, daB die 
selektive Glucoseresorption nach der Exstirpation der Nebennieren ver. 
schwindet und nach Rindenhormoninjektion wieder restituierbar ist!, 
Es ist beim nebennierenlosen Tier bisher immer nur die Resorption der 
Glucose und Xylose untersucht und auch in der voranstehenden Arbeit 
nur die Resorptionsgeschwindigkeit dieser beiden Zucker verglichen 


worden. 

Wir wissen aber, daB auBer Glucose auch Galaktose selektiv rasch 
resorbiert wird, und daB andere Hexosen, wie Mannose? und Sorbose®, 
sowie andere Pentosen, wie Arabinose und Ribose, ebenso langsam 
resorbiert werden wie Xylose. Nach Vergiftung mit Jodessigsiure ver- 
halten sich alle diese nahezu gleich. Es war deshalb zu untersuchen, 
wie die Resorption der iibrigen Zucker nach Nebennierenexstirpation 
verlauft. Man konnte erwarten, daB auch diese sich ebenso verhalten 
wie bei Jodessigsaurevergiftung. 

Andererseits war in den vorangehenden Untersuchungen? auf die 
Differenzen der Resorption in verschiedenen Teilen des Diinndarms auf- 
merksam gemacht worden, und es sollten diese Verhaltnisse nun auch 
am nebennierenlosen Tier untersucht werden. Der AktivitatsprozeB, der 
die selektive Glucoseresorption bedingt, ist in dem oberen Teil des 
Diinndarms intensiver. Wie verhalt sich dann die Resorption aus diesen 
verschiedenen Teilen bei dem nebennierenlosen Tier? Ferner war auch 
die groBe Bedeutung der Kérpertemperatur fiir Resorptionsversuche 
bemerkt worden, und deshalb sollten auch die friiher gemachten Beob- 
achtungen mit diesen Kenntnissen nachkontrolliert werden. 


! W. Wilbrandt u. L. Lengyel, diese Zeitschr. 267, 204, 1934; L. Laszt 
u. F. Verzdr, ebenda 292, 159, 1937. — ?C. F. Cori, J. of biol. Chem. 66, 
691, 1925; Proc. Roy. Soc. London 22, 497, 1925; W. Wilbrandt u. L. Lasz', 
diese Zeitschr. 259, 398, 1933. — * F. Verzar u. L. Laszt, ebenda 276, 2s, 
1935; F. Verzdr, ebenda 276, 17, 1935. 4 F. Verzar u. H. Wirz, ebenda 
292, 174, 1937. 
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Methodik. 


Die Versuche sind mit derselben Methodik ausgefiihrt. wie sie sonst in 
m Institut ublich und wie sie auch in der voranstehenden Arbeit be- 
eben ist, auf die wir verweisen. Mit Urethan narkotisierte Ratten von 140 
. 220g K6rpergewicht erhalten blutisotonische Zuckerlésungen in ein Darm- 
k von 30 em Lange eingespritzt. Die Losungen sind fiir Hexosen 5,4 %ig, 
Pentosen 4,5°,ig, die gesamte Zuckermenge (nach Abzug des NSpritzen- 
ers) betragt 154 bzw. 129mg. Die Resorption dauert 1 Stunde und die 
Resorptionswerte werden in °,, des eingegebenen Zuckers ausgedriickt. In 
Fallen wird die Resorption sowohl in einer oberen als auch in einer 
grenzenden unteren Schlinge von 30cm Lange untersucht und die Tem- 
peratur des Tieres immer méglichst normal gehalten. Letztere zeigt aller- 
lings bei den nebennierenlosen Tieren, im Rectum gemessen, bedeutende 
Schwankungen, die aber nicht so groB sind, da sie die Versuchsergebnisse 
ren. Alle Tiere sind 6 Tage nach der doppelseitigen Nebennierenexstir- 
ition untersucht worden. 


Versuche,. 


In Tabelle I wird in Bestatigung friiherer Untersuchungen! 
yezeigt, daB am nebennierenlosen Tier die Glucoseresor ption vermindert 
st. Wie man sieht, gilt das sowohl fiir den oberen wie fiir den unteren 
Teil des Diinndarms, wobei allerdings die Abnahme im oberen Teil viel 
starker ist, so daB am nebennierenlosen Tier zwischen beiden Teilen 
‘ast kein Unterschied mehr besteht. 


Tabelle I. Glucoseresorption im Diinndarm. 





Normale Tiere Nebennierenlose Tiere 
Resorbiert °', pro Std Temperatar Resorbiert °/, pro Std 


oben unten oc oben unten 


Temperatur 


77,1 57,0 32,5 40,0 
57,9 46,1 7 36,5 48,2 
70.0 61.5 33 33,2 36.6 
Mittelwerte: 71,6 54.8 Mittelwerte: 41,6 
(,esamt- Gesamt- 
durchschnitt : 63,2 % durchschnitt: 39,6 ‘ 


Die hier angegebenen Resorptionswerte von Glucose sind in der oberen 
‘chlinge niedriger als in der voranstehenden Arbeit mit Wirz fiir diese 
Temperatur angegeben wurde. Die Zahl der Versuche ist nicht gro8 
zenug, um diese Streuung auszumerzen. 


Tabelle II zeigt. daB auch die selektive Resorption der (alaktose 
lurch die Nebennierenexstirpation vernichtet wird. Galaktose wird, 


1 W. Wilbrandt u. L. Lenayel. diese Zeitschr. 267, 204, 1934: L. Lasz 
F. Verzar, ebenda 292. 159, 1937; F. Verzdr u. H. Wirz, ebenda 292, 
174, 1937. 
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in Bestatigung aller friiheren Untersucher!, noch rascher  resorhier 
als Glucose. Wir fanden nun, daB ebenso wie fiir Glucose auch jy 
unteren Teil diese Resorption rascher ist; ferner daB nach Nebennicrey 
exstirpation die Werte oben und unten nahezu gleich und auch gleic| 
denen fiir die Glucoseresorption werden. Wenn der selektive aktiye 
ProzeB vernichtet ist, dann besteht also kein Unterschied mehr, wee; 
beziiglich dieser Zucker, noch des Ortes ihrer Resorption. 


Tabelle Il. Resorption von Galaktose. 





Normale Tiere Nebennierenlose Tiere 





i sorhiert 0/ : s ie 0 » Std 
Temperatur || Resorblert Uo pro Std. |. || Temperatar || Resorblert M%o pro Std 


oC oben unten oC oben unte 


36,2 | 92,5 87,2 11 32,5 . 26,5 
86,2 66,3 13 34,1 : 11,8 
| 61,3 57,8 14 32,0 2 32,8 
35,5 76,4 60,6 19 31,6 29.5 
Mittelwerte: tdyl 67,9 Mittelwerte: 
Gesamt- Gesamt- 
durchschnitt : 73,5 % durchschnitt: 34,9 % 


Sorbose ist eine nicht selektiv resorbierte Hexose?. Wie aus 
Tabelle ILL hervorgeht, besteht erstens zwischen dem oberen und unteren 
Teil kein wesentlicher Unterschied, obgleich die Resorptionswerte in 
unteren Teil immer etwas unter denen des oberen Teiles liegen. Di: 
Resorption betragt im oberen Teil ein Drittel bis ein Viertel der Glucose 
und Galaktoseresorption. Zweitens andert ‘sich an der Resorption: 
grobe nichts, wenn die Nebennieren exstirpiert werden. 


. 


Tabelle III]. Resorption von Sorbose. 





Normale Tiere Nebennierenlose Tiere 


Resorbiert %/9 pro Std 


esorbiert 9% Ss ™ 
Resorbiert o pro Std. mn Temperatur 


Temperatur 

oben unten oC oben unter 

18,5 16,9 29 32,6 27,2 18,0 

28,0 17,9 30 32,0 28,8 18,5 

20,0 11,8 35 33,6 18,5 10,7 

Mittelwerte: 22,1 15,5 Mittelwerte: 24,8 15,7 

Gesamt- Gesamt- 
durchschnitt: 18,8 % durchschnitt: 20,2 % 


1 W. Wilbrandt u. L. Laszt, diese Zeitschr. 259, 398, 1933; F. Verzd 
u. L. Laszt, ebenda 276, 28, 1935; F. Verzdr, ebenda 276, 17, 1935. 
2 F. Verzar u. L. Laszt, diese Zeitschr. 276, 28, 1935: F. Verzdr, ebenda 
276, 17, 1935. 
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sor biert Tabelle IV zeigt dasselbe fiir Mannose. Die Werte stimmen mit 
no i sen der Sorbose iiberein. 
nier n 


1 gleic ‘ai . : 
sic Tabelle IV. Resorption von Mannose. 


aktive 





weder Normale Tiere Nebennierenlose Tiere 





Resorbiert °/9 pro Std. 


Resorbiert °/9 pro Std. 


Temperatur Temperatur 


oC oben unten oC oben unten 


35,1 25,4 20,5 32 34,0 15,0 10,2 
36,0 zie 10,2 33 34,2 21,0 13,9 
Y. 35,0 15,5 13,2 39 34,0 Si,) 16,1 
saci Mittelwerte : 17,5 14,6 Mittelwerte ; 19,0 13,4 
unt Gesamt- Gesamt- 
durchsehnitt: 16,0 % durchschnitt: 16,2 % 
26.5 
11,9 , ; 
39 8 Die untersuchten Pentosen, Xylose und Arabinose, werden nach 
29.5 den Versuchen der Tabellen V und VI sowohl im oberen wie im 
unteren Teil nahezu gleich und noch etwas schlechter resorbiert 
als Mannose und Sorbose. Andererseits besteht kein Unterschied 
in der Resorptionsgeschwindigkeit zwischen normalen und _neben- 


nierenlosen Tieren. 


intere? nm » F P 
abe labelle V. Resorption von Xylose. 
rte 





Normale Tiere Nebennierenlose Tiere 





lucose Temperatar Resorbiert °/9 pro Std. Temperatur Resorbiert °/, pro Std. 


. \ ——— | 
ptions . oC oben unten oC | oben unten 
43 35,0 18,4 10,4 47 32,5 12,9 15,4 
44 35,0 12,0 48 33,2 | 10,0 
45 34,5 10,4 49 33,8 | 2: 


Mittelwerte: 162...) . WA Mittelwerte: || 13,4 
(Gesamt- Gesamt- i 
durchschnitt: 12.8% durchschnitt: 12,5% 


Tabelle VI. Resorption von Arabinose. 





Normale Tiere | Nebennierenlose Tiere 
} Resorbiert °/9 pro Std. 


) pro Std. 


i 


Resorbiert ° 


yr, Temperatur | Temperatur 
oC oben unten oC oben unten 


23 1 35,3 11,0 11,0 26 || 33,5 8,7 6,1 
25 33,5 9,7 8.7 27 33,7 11,6 9,7 
Verza $2 35,5 9,8 12,2 41 33,5 8,2 11,4 
35. : Mittelwerte: 10,1 10,6 Mittelwerte: 9, 9,0 
benda CGesamt- Gesamt- | 
durchschnitt: 10,3 % durchschnitt: 
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Die Resorptionsgeschwindigkeit der Arabinose ist in der Tabelle \[| 
mit der der Xylose bei normalen Tieren bei normaler Kérpertemperst iy 
verglichen, wobei beide an demselben Tier untersucht wurden. Die Re. 
sorptionsgeschwindigkeiten sind sowohl fiir den oberen als auch fiir dey 
unteren Teil des Diinndarmes so wenig verschieden, daB es kaum mivlich 
erscheint, aus diesen Unterschieden Folgerungen auf eine Differenz der 

Resorption zu ziehen. 


Tabelle VII. Resorption von Xylose, verglichen mit derjenige 
der Arabinose bei normalen Tieren. 





skal 7 0 8 
Temperatur | . Resarbiort */p pro mtd, pith 


oc oben unten 





PVIONO a's ks 18,4 Xylose 
a 12,0 Arabinose 


Arabinose .. 9,6 Xylose 


5 13,2 Arabinose 


Diskussion. 


Berechnet man die relativen Werte der Resorptionsgeschwindigkeit 
so ergibt sich fiir den oberen oder den unteren Teil des Diinndarms 


oder, wenn man beide zusammen nimmt und mit den Werten von anderen 
Autoren vergleicht, immer dieselbe Reihenfolge (Tabelle VIII). 


Tabelle VIII. Vergleichswerte fiir die Resorption obiger Zucke: 
in den oberen und unteren Darmschlingen und Durehschnitts. 
werte dieser, bezogen auf normale Glucoseresorption = 10) 


, 





Normale Tiere Nebennierenlose Tier: 





Durch 


Durch- nach nach Wilbrandt 
sehnittswert 


i 5 obe e 
schnittswert Cori und Laszt en unten 


oben unten 
Galaktose . 110 124 117 110 115 52 | 69 
Glucose... 100 100 100 100 100 68 
Sorbose... 31 28 29 — 30* 28 
Mannose .. 24; 26 25 19 33 é 24 
Xylose ...|| 21) 19 20 15 30 2} 21 
Arabinose . 14; 19 16 9 29 16 

* Nach F. Verzdr u. L. Laszt, diese Zeitschrift 276, 36, 1935. 


Am besten wird Galaktose resorbiert, weniger gut Glucose. Dreima! 
schlechter Sorbose und Mannose, wahrend fiir die Pentosen nur ein 
Fiinftel der Glucose-Resorptionsgeschwindigkeit beobachtet wird. 
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Beim nebennierenlosen Tier wird der aktive ProzeB, der die selektive 
Giucose- und Galaktoseresorption bedingt, sehr stark vermindert, 
aber weder bei Glucose noch bei Galaktose vollstaéndig vernichtet. In 
den Versuchen tiber Hemmung der Glucoseresorption von Wéilbrandt 
und Lengyel war die Hemmung auch etwa von dieser GréBe, in den Ver- 
suchen von Verzdr und Laszt in diesem Heft noch starker, sogar unter- 
halb des Wertes der Xyloseresorption. Es wurde schon dort darauf hin- 
vewiesen, daB es sich dabei allem Anschein nach um starker insuffiziente 
Tiere gehandelt hat. Wir miissen also sagen, daB in diesen Versuchen 
an vor 6 Tagen operierten Tieren Glucose- und Galaktoseresorption 
nur auf etwa die Halfte und nicht auf den Wert der nicht selektiv 
resorbierten Zucker heruntergedriickt waren. 


Die Resorptionswerte fiir Sorbose, Mannose, Xylose und Arabinose 
werden durch die Nebennierenexstirpation in keiner Weise beeinfluBt. 
Es spricht das durchaus dafiir, daB fiir diese jener AktivitaétsprozeB, der 
die selektive Glucose- und Galaktoseresorption verursacht, gar keine 
tolle spielt. Uberrascht hat uns aber, daB die nicht selektiv resorbierten 
Hexosen, Sorbose und Mannose, zwar viel langsamer als Galaktose und 
Glucose, jedoch immer noch etwas rascher als die Pentosen resorbiert 
werden. Die Unterschiede sind allerdings gering, aber von so konstanter 
GroBe, daB an ihrer Realitét wohl kaum gezweifelt werden kann. Es 
ware eher zu erwarten, dal} Hexosen etwas langsamer diffundieren als 
Pentosen; nachdem aber das Umgekehrte der Fall ist, muB8 man 
wohl sagen, daB ein ganz geringer Teil von aktiv selektiver Resorption 
auch fiir diese Hexosen noch vorhanden sein kénnte. Jedoch ist dieser 
Wert, falls vorhanden, sehr klein gegeniiber der Aktivitaét, mit der 
Glucose und Galaktose aufgenommen werden. 

Von Interesse ist ferner, daB in diesen Versuchen, im Gegensatz 
zu Cort und Westenbrink!, die niedrigere Werte fiir Arabinose fanden, 
kein wesentlicher Unterschied zwischen der Resorption von Xylose 
und Arabinose gefunden wurde. Die Annahme von besonderen Faktoren 
scheint uns deshalb unméglich. Wir sind immer noch geneigt, die 
Differenzen zwischen den nicht-selektiv resorbierten Hexosen und Pen- 


tosen einerseits, zwischen Xylose und Arabinose andererseits fiir nicht 


groB genug zu halten, um darauf weitgehende Schliisse zu bauen. 

Unsere Versuche bestiatigen demnach, daB die selektive Resorption 
der Glucose durch die Nebennierenexstirpation vermindert wird, und 
zeigen das gleiche auch fiir Galaktose, entsprechend dem friiheren 
Befund bei Jodessigsiurevergiftung. Nicht selektiv resorbierte Zucker 
bleiben unbeeinfluBt. 


1 H.G. K. Westenbrink, Arch. Néerlandaises 21, 433, 1936. 
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Zusammenfassung. 

1. Durch Nebennierenexstirpation wird bei der Ratte auBer cer 
Glucoseresorption auch die Galaktoseresorption auf die Halfte ver. 
mindert. 

2. Die an sich viel langsamere Resorption von Mannose, Sorbose, 
Xylose und Arabinose bleibt unbeeinfluBt. 

3. Die selektiv resorbierten beiden Hexosen werden im oberep 
Diinndarmteil starker resorbiert als im unteren; nach Nebennieren- 
exstirpation gleicht sich diese Differenz aus. Fir nicht selektiv resor- 
bierte Zucker fehlt eine solche Differenz schon beim normalen ‘Tier, 

4. Auch zwischen den langsam resorbierten Hexosen und den 
Pentosen besteht noch ein geringer Unterschied, indem letztere (Xylose 


und Arabinose) noch langsamer resorbiert werden als Mannose und 


Sorbose. 





Blutkreatininbestimmung 
mit Hilfe des Lange-Rothsehen Photometers'. 


Von 

orbose. Paul vy. Végh. 

{us der Medizinischen Klinik der Stephan Tisza Universitat Debrezen, 
oberen Ungarn.) 
meren- (Eingegangen am 23, Juni 1937.) 
resor- ‘ P . m 
a Mit | Abbildung im Text. 
1 Tier, 
d den Das Verfahren beruht auf einer Umarbeitung der Folinschen 
K vlose Methode. 


e und Prinzip. Im eiweibfreien Biutfiltrat wird durch Zusatz von alkali- 
scher Pikrinsiure die Extinktion der entstandenen  orangegelben 
Farbung des Kreatinins im Photometer elektrometrisch bestimmt. 


Um die Kreatininkonzentration im Blute bei der Bestimmung méglichst 
hoehzuhalten, wird das Blut bei der EnteiweiBung nur fiinffach verdiinnt. 
Bei der typischen Farbkurve fand ich in voller Ubereinstimmung mit Lieb 
und Zacherl (2) das Griinfilter (Sehwerpunkt bei 530 my) am geeignetsten. 
Um die Eigenfarbung der alkalischen Pikratlésung bei der Bestimmung 
auszuschalten, benutzte ich als kompensierende Fliissigkeit die alkalische 
Pikrinséure in der bei der Blutbestimmung gebrauchten Verdiinnung. 
Gemessen wurde also nur die durch die Kreatininkonzentration bedingte 
Extinktion. Es wurde mit einer Akkumulatorenbatterie von 6 Volt 
gearbeitet. 

Im Gebrauch erwies sich die folgendermaBben hergestellte Eich- 
kurve als gut brauchbar: Genau 100,0 mg, Kreatininum puriss. pro 
analysi (Werck) wurden in 100 cem n/10 





20 
: . 2 Mah 
0.1 cem, 0,2 cem usw. bis 2,0 cem in je “ys 


ein 100-ecem-MeBkélbchen eingelassen und 


Salzsiure gelést, von dieser L6sung genau 


diese bis zur Marke mit dest. Wasser auf- 
gefiillt. Mit je 5ecem dieser Lésungen 
wurden, wie bei der Kreatininbestimmung 

im Blute beschrieben, die Extinktionen ae 
bestimmt. Die so erhaltene Eichkurve ee a 
zeigt nachstehende Abbildung. Der Ver- Lxtinktion 

lauf der Kurve ist nahezu geradlinig. 











Reagenzien. 1. 10°,iges Natriumwolframat, 2. 7/,n Schwefelsiure, 
3. 10°,ige Natronlauge, 4. gesattigte wasserige Pikrinsaéure (Acid. pikro- 
nitricum pur. cryst. Merck). 


! Naheres iiber Bestimmungen mit dem Lange-Rothschen Photometer 
s. BE, B, Hatz, Mikrochem. 21, 38, 1936. 
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Kompensationslésung. Zu 25 ccm gesittigter Pikrinséiurelésung 
tiert man 5cem 10°,ige NaOH. 5ccm dieser Lésung, mit 10 cem des; 
Wasser verdiinnt, dienen als Kompensationslésung. 

Griinfilter. Kiivettenschichtdicke: 5 mm. 

Arbeitsgang. Zu 5ecm des Folin-Wu-Blutfiltrats (3 cem Oxalat 
blut, zweimal 3 ccm dest. Wasser, 3 ccm 10° iges Natriumwolfra na: 
3cem */,n Schwefelsdure) pipettiert man 2!/,cem (unverdiinnt 
Natronlauge-Pikrinséuremischung. Nach voller Farbentwicklung. 4. ; 
nach ungefihr 10 Minuten, wird die Extinktionsbestimmung an de 
rechten Seite des Instruments ausgefiihrt. Die abgelesene Konzentratioy 
mit 5 multipliziert ergibt direkt die Kreatininkonzentration in mg. 


(Normalwert: 1 bis 2 mg-%%). 
Das Verfahren ist besonders fiir Reihenbestimmungen gut brauch. 
bar. Es empfiehlt sich, zu jedem Apparat die Eichkurve selbst anzu- 


fertigen. 
Literatur. 


1) O. Folin u. H. Wu, J. of biol. Chem. 88, 98, 1919. — 2) Lieb u 
Zacherl, Wien. klin. Wochenschr. 1934, II, 1572. 





Photometrische Methode 


zur Bestimmung des Kaliumgehalts im Blute. 


Oxalat Von 
framat 


ie A. Heidusehka und H. Ober. 
nnite 


oa; Aus dem Institut fiir Lebensmittel- und Garungschemie der Sachsischen 


I 


an de Technischen Hochschule in Dresden.) 


itration (Eingegangen am 29, Juni 1937.) 
me Mit 1 Abbildung im Text. 
brauch. Bei der gravimetrischen Bestimmung des Kaliums in kleinsten 
Mengen ist auBer dem Kaliumplatinchlorid nur noch das Kalium- 
Natriumkobaltnitrit zu nennen. Wassiljew und Matwejew' sowie 
Kramer und Tisdall* haben genaue Methoden ausgearbeitet, deren 
Prinzip die Ausfallung des Kaliums als K,NaCo(NO,),.H,© ist. 
Infolge des groBen Molekulargewichts ist das letztere Salz wohl ge- 
eignet, fiir kleinste Mengen Kalium angewendet zu werden, aber es 
zeigt weitgehende Schwankungen des Kristallwassergehalts, so dab 
nur peinlichste Innehaltung der Arbeitsvorschriften brauchbare Re- 
sultate ergeben kann. 


t anzu- 


Die volumetrischen Methoden leiten sich wohl alle von der fiir 
Blutbestimmungen erprobtesten und bekanntesten Methode nach 
Kramer und Tisdal® ab. Das Prinzip der Methode, die auch von uns 
zu Vergleichsversuchen herangezogen worden ist, besteht in der Aus- 
fillung des Kaliums aus hamolysiertem und mit Trichloressigsaure ent - 
eiweiBtem Blut durch Natriumkobaltnitrit, Oxydation des Nitrits 
mit n/50 Kaliumpermanganatlésung, Zugabe von n/100 Natriumoxalat 
und Riicktitration mit n/50 Kaliumpermanganat. Auch hierbei ist die 
yenaueste Einhaltung der Versuchsanordnung notwendig, da der Nieder- 
schlag sehr verschiedene Mengen Kalium enthalten kann. 


Um einen bestimmt einheitlichen Niederschlag zu erhalten, hat 
Ssergienko* ein Natrium-Bleikobaltnitritreagens hergestellt, welches 
Kalium als K PbCo(N O,), ausfallt, das in abnlicher Weise oxydimetrisch 
bestimmt werden kann. Ahnlich ist auch die Methode von Jendrassik 
und Tabacs®, die noch eine Natriumacetatpufferlésung verwenden und 
den Uberschu8 von Kaliumpermanganat nach Zugabe von Kaliumjodid 
mit Natriumthiosulfat titrieren. Etwas anders wird die Enteiweibung 


1 Zeitschr. f. analyt. Chem. 81, 106. — * J. of biol. Chem. 48, 223. — 
’ J. Amer. Chem. Soc. 54, 1722. — 4 Ukrain. chem. J. 5, 113. — 
> J. of biol. Chem. 57, 351; 87, 27; diese Zeitschr. 233, 375, 1921. 
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im Blutserum vorgenommen, und zwar durch Zinkhydroxyd, desse 


UberschuB mit Magnesiumoxyd entfernt wird. 


Die kolorimetrischen Kaliumbestimmungsmethoden sind «4 
ordentlich zahlreich, gehen aber meist auch von Kalium-Natriv 
kobaltnitrit aus. Hierbei kann man Methoden unterscheiden, di: 
Nitrit! zur Bildung von Farbstoffen benutzen, und solche, dis 
Kobaltgehalt? fiir die Bestimmung verwenden. 

Die von Caley® angegebene Bestimmung mittels Pikrinsiur 
fiir Blutuntersuchungen wenig geeignet. 

Auch eine quantitative Spektralanalyse ist fiir Alkalien aus. 
gearbeitet worden, doch ist hierfiir eine gréBere Apparatur nétig, und 
auBerdem ist nach dem jetzigen Stande der Entwicklung dieser Method 
immer noch mit einer Fehlergrenze von etwa 8 °,, bei Kalium zu rechne: 
Die Spektralanalyse ist also nur fiir besondere Zwecke zu verwende: 

SchlieBlich sei noch eine Methode erwahnt, die von Hamburg 
ausgearbeitet worden ist. Durch geeignete Fallungsbedingungen ist 
es ihm gelungen, einen Kobaltgelbniederschlag von einheitlicher Kor 
gréBe za erzielen. Durch Zentrifugieren bei hoher Tourenzahl in eine: 
Trichterréhrchen mit graduiertem Kapillarrohr, welches eine genaie 
Abmessung von !/.),ecm gestattet, und Benutzung eines empiriscly 
Faktors ist eine direkte Ablesung mdglich. 

Samtliche angefiihrten Methoden geben entweder keine einwani- 
freien Ergebnisse oder ihre Ausfiihrungen sind auberordentlich emp 
findlich und teilweise recht umstandlich. Es galt nun eine Methode zu 
finden, die bei nicht geringerer Genauigkeit wie die bisherigen geye 
unbedeutende Zufalligkeiten méglichst unempfindlich ist, so dal} si 
in jedem Krankenhauslaboratorium bequem ausgefiihrt werden kann 

Um eine grobe Feinheit bei Verwendung einer méglichst kleine: 
Menge Untersuchungsmaterial zu erzielen, wurde eine kolorimetriscl: 
Methode fiir Blutuntersuchungen erprobt. Das Prinzip ist eine Isolierun, 
des Kaliums als Platinhexachlorid, Umsetzung mit Kaliumjodid und 
photometrische Bestimmung des intensiv rot gefarbten Kaliumplatin 
jodids. Ein besonderer Vorteil der kolorimetrischen bzw. photometri- 
schen Bestimmung liegt darin, daB das Sulfat nicht entfernt zu werde! 
braucht und geringe Mengen anderer Salze ebenfalls praktisch keine: 
Einflu8 haben, ausgenommen Eisensalze, die bei veraschtem Blut 
stets erst als Perchlorat entfernt werden miissen, da sie sonst Jod- 
abscheidung verursachen, was einen héheren Kaliumgehalt vortauschen 
wiirde. 


1 J. of biol. Chem. 57, 351; S87, 27; diese Zeitschr. 233, 375, i931 
J. of biol. Chem. 100, 561; Toholu J. exper. Med. 8, 174; J. of 
Chem. 93, 685. — * J. Amer. Chem. Soc. 53, 539. — 4 Diese Zeitsclii 
71, 415, 1915. 
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Die Bestimmung im Pulfrich-Photometer wurde gewahlt, da die 

technische Handhabung der Methode hierbei bedeutend einfacher 
st und die Berechnung des Kaliumgehalts durch Verwendung von 
Eichkurven sehr erleichtert ist. In Laboratorien, die nicht tiber ein 
Pulirich-Photometer verfiigen, kann die Bestimmung aber auch im 
Kolorimeter ausgefiihrt werden, wenn eine Standardlésung von einer 
ihnlichen Konzentration zum Vergleich herangezogen wird. 

Messungen an Kaliumplatinjodidlésungen ergaben, da die Ex- 
‘inktion der Lésung von verschiedenen Faktoren abhangig ist, vor allem 
on der Temperatur. Auch ist die Umsetzungszeit mit Kaliumjodid 
sowie die Verdiinnung hierbei von EinfluB. Bei sehr langem Stehen zer- 
setzt sich die Lésung unter Platinabscheidung. 


Untersuchungen an einer Testlésung ergaben bei Einhaltung 


ines bestimmten Arbeitsganges eine Fehlergrenze von — | bis 3%. 

Bestimmungen im Blute wurden nach der EnteiweiBung mit Tri- 
hloressigsaure ausgefiihrt. Vergleichsbestimmungen nach _ trockener 
Veraschung des Blutes ergaben bis 2°, Kalium weniger, was zweifellos 
uf Verluste beim Veraschen hindeutete, wahrend Bestimmungen nach 
Kramer und Tisdall 3,5 bis 4.5 °,, Kalium mehr ergaben, die méglicher- 
veise durch iiberschiissiges Nitrit vorgetauscht worden sind. 


Die Methode, die sich als sehr brauchbar erwiesen hat, war folgende: 
Ein 50-eem-MeBkolben wird mit 25 cem destilliertem Wasser beschickt 
nd gewogen. Unter kreisender Bewegung des Kolbens la8t man 7 bis 8 cem 
Blut langsam einflieBen, wobei vollstandige Hamolyse stattfindet. Die 
Menge des Blutes wird durch nochmalige Wagung bestimmt. Man gibt 
| bis 2 Tropfen Amylalkohol und dann langsam etwa 12ccm 12°, ige 
lrichloressigsaurelésung hinzu. Man mischt gut dureh und laBt 10 Minuten 
sehen. Dann wird mit Wasser zur Marke aufgefiillt, gut durchgemischt 
nd der Inhalt auf Zentrifugenglaser verteilt. 10 Minuten wird bei etwa 
1000 Umdrehungen in der Minute zentrifugiert. 

leem der in oben beschriebener Art enteiweiBten Blutlésung (ent- 
-prechend etwa 0,16 g¢ Blut) wird im Platintiegel auf dem Wasserbad zur 
lrockne verdampft und danach mit 3 Tropfen Perchlorséiure auf einem 
londreieck tiber einem Asbestdrahtnetz vorsichtig abgeraucht. Die dabei 
iuftretende schwarzbraune Farbung, die von verkohlender organischer 
Substanz herriihrt, wird nach vollkommener Entfernung der Perchlorsaure 
lurch Erhitzen des Asbestdrahtnetzes bis zur Rotglut beseitigt. Der Platin- 


tiegel, der sich im Abstand von etwa | mm iiber dem Drahtnetz befindet, 
soll dabei nicht zum Gliihen kommen, um eine Verfliichtigung von Kalium 


tuszuschlieBen. Es ist wichtig, daB die enteiweiBte Blutlésung nicht ohne 
\brauchen zur Fallung von Platinhexachlorid verwandt wird, da sich dabei 
ibis 10°, zu hohe Werte ergaben. Eine Entfernung der Trichloressigsaure 
lurch wiederholtes Abdampfen mit Wasser ist ebenfalls nicht ausreichend. 
ledoch ist eine geringe Beimischung kohliger Bestandteile nicht von er- 
eblichem EinfluB. Nach dem Abkiihlen wird das fast rein weife Salz 
ochmals mit einem Tropfen Perchlorséure und einem Tropfen Wasser 
bgeraucht und danach mit je 3 Tropfen 10°. iger Platinchlorwasserstoff- 
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saure (etwa 0,12 ¢) und Wasser aufgenommen und auf dem Wasserbad ; 
weniger als 0,1 cem eingedampft. Nach geringem Abkiihlen wird 
2,5ceem einer Mischung von 3 Teilen abs. Alkohol und 1 Teil abs. Ath 
verdiinnt und nach dem Durchriihren mit einem Glasstabehen 1 Stink 
bedeckt kiihl stehengelassen. Darauf wird die iiberstehende Fliissiykei: 
mit einer Pipette vorsichtig abgehoben, auf eine Mikroglasfritte mit eine: 
Porenweite von 0,005 bis 0,015 mm gegeben und an der Wasserstrah| 
pumpe abgesaugt. Tiegel und Niederschlag werden nach und nach mit 
3cem derselben Alkohol-Athermischung ausgewaschen, schlieBlich de) 
Niederschlag mit der Pipette ebenfalls méglichst vollstandig auf die Fritt, 
gebracht und scharf abgesaugt. Der Niederschlag wird dann in 2 cem Wasse 
gelést in der Weise, da®B erst warmes, dann heiBes Wasser durch die Fritte 
in ein Reagensglas gesaugt wird, an welchem bei 2cem eine Marke ap. 
gebracht ist. Das Lésungswasser wird in kleineren Mengen in demse|he; 
Platintiegel auf dem Wasserbad erhitzt und mit der gleichen Pipette in «ii 
Glasfritte gebracht, um dadurch auch die kleinsten, noch anhaftendey 
Teilchen von Kaliumplatinchlorid mit zu erfassen. Nach dem Abkiible: 
auf 15° wird '/,cem 10° ige Kaliumjodidlésung und 1 Tropfen Schwete 
saure (10°, ig) zugegeben und nach zweistiindigem Stehen unter Zufiiguny 
von '/,cem Schwefelsiure die Lésung in einem MeBkolben auf 100 com 
aufgefiillt. Nach 1 Stunde wird bei 15° der Extinktionskoeffizient de 
Lésung ermittelt. Die Berechnung des Kaliumgehalts in 100 cem de 
Untersuchungsfliissigkeit bzw. in 100g Blut ist denkbar einfach. Die aut 
Grund des ermittelten Extinktionskoeffizienten aus der Kurve abgelesen 
Anzahl mg Kalium wird durch die angewendete Anzahl g Blut dividier: 
und mit 100 multipliziert. 

Die zahlreichen, an einer Testhésung ausgefiihrten Versuche ergahe: 
Abweichungen von — | bis + 3°, vom Wert des wirklichen Kaliumgehalts. 
So wurden gefunden bei Anwendung von je 1 cem Testlésung enthalten 
0.4312 mg Kalium: 





Extinktions- Entsprechender Fehler Extinktions- Entsprechender Fehler 
koeffizient Kaliumgehalt | etwa koeffizient Kaliumgehalt etwa 


0,701 0.4285 0,6 % 0,719" 0,4405 2,1 ° 
0,698 0,4270 10% 0,712 0,4355 + 1,0, 
0,725 0,4440 + 380% 0,711 0,4350 0,9 9, 
0,723 0.4425 - 2,6% 0,698 0,4270 1,0% 
0,723 0,4425 2,6% 0,722 0,4420 + 24° 
0,720 04445 3,1% 





Die Eichkurven wurden mit Hilfe von Eichlésungen erhalten, die ent 
sprechend den Untersuchungsbedingungen hergestellt wurden. Eine gena 
abgewogene Menge Kaliumplatinhexachlorid (Schering-Kahlbaum), zwischie 
10 und 36 mg, wurde in 20 eem warmem Wasser gelést und nach dem Ab- 
kiihlen auf 15° mit 5 cem einer 10 °,igen Kaliumjodidlésung sowie 10 Tropten 
10°,iger Sehwefelsiure versetzt. Nach zweistiindigem Stehen bei 1!5 
wurde unter Zusatz von 5 cem 10° iger Schwefelsaure auf | Liter aufgefullt 
und nach abermaligem einstiindigem Stehen photometriert. 

Da bei den geringen Substanzmengen an sich die Méglichkeit eine 
falschen Messung durch Wagefehler ziemlich grof} ist, sowie um sonstixe 
Zufalligkeiten méglichst auszuschlieBen, wurden insgesamt 26 Eichlésungen 
hergestellt und gepriift. Als Endwert wurde stets der Durchschnitt von 
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Ablesungen ermittelt. Um einen méglichen Unterschied in der Hellig- 
it der Strahlengainge im Photometer auszugleichen, wurden die Kiivetten 
der vierten Ablesung vertauscht. Die Durchschnittswerte wurden 
Umrechnung auf den Kaliumgehalt zu den vorliegenden Kurven 


ke 
nact 
nach 
vereinigt. 

Auf der Abszisse ist die Menge Kalium in mg abzulesen, die in 100 cem 
der Untersuchungslésung enthalten ist. Auf der Ordinate ist in Kurve I 
der gefundene Extinktionskoeffi- 
jient eingetragen, in Kurve II der 
Durchlassigkeitswert fiir 1 em 
Schichtdieke. Kurve II dient zur 
Erleichterung des Ablesens der 
Konzentration bei Verwendung 7 Exhrktonskoefize Ce 
ilterer Apparate, bei denen auf 
der Me8trommel keine Extinktions- 
werte angegeben sind. 
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Lurchlissigkeitswert 


Die Genauigkeit der Methode 
nach Kramer und Tisdall wird 
von den Verfassern mit 5% 
angegeben, die der photo. 
metrischen Bestimmung diirfte 


etwas groBer sein. 
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Ganz abgesehen von der gréBeren Einfachheit des Untersuchungs- 
ganges, bietet diese photometrische Bestimmung aber noch viele Vorteile, 
die sie gegentiber allen Methoden zur Isolierung des Kaliums als Kalium- 
Natriumkobaltnitrits auszeichnet. So fiihrt eine geringe Abweichung 
von der angegebenen Untersuchungsanordnung nicht zu erheblichen 
Fehlerergebnissen, wie das infolge der schwankenden Zusammensetzung 
des Kobaltnitritniederschlags bei den anderen Methoden der Fall ist. 
Auch ist der Kaliumplatinchloridniederschlag bei weitem nicht so zer- 
setzlich und kann ohne Bedenken einige Zeit bis zur Bestimmung auf- 
gehoben werden. SchlieBlich ist durch Verwendung von Eichkurven 
lie Ermittlung der Kaliumkonzentration in der Untersuchungslésung 
wesentlich erleichtert. 
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Die Problematik der Depolarisationsmessungen 
des Tyndall-Lichtes bei Eiweiblésungen nach Untersuchungen 
an Fibrinogen *. 
Von 
Edgar Wohliseh und Albert Neugschwender. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Wiirzburg. ) 
(Eingegangen am 30. Juni 1937.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


I, Einleitune. 


3ekanntlich ist das von einer Lésung, insbesondere von einer kolloidale: 
Lésung, senkrecht zur Richtung des einfallenden Strahles abgebeuvt: 
T yndall-Licht mehr oder minder stark linear polarisiert. Der elektriscl 
Vektor des polarisierten Lichtanteils schwingt senkrecht zu einer durch di 
Beobachtungsrichtung und die Einfallsrichtung des Primarstrahls gelegte) 
Ebene. Die gesamte Lichtintensitat in dieser Richtung J, setzt sich additiy 
aus dem polarisierten Lichtanteil J,, und der senkrechten Komponente // 
des nichtpolarisierten, natiirlichen Lichtanteils zusammen, so daB also x 

J, = J, + dp. 

Ein MaB des Polarisationszustandes des abgebeugten Lichtes ist der vo 
R. Gans (1) (2) (3) eingefiihrte Depdlarisationsgrad 0, der als der Quotient 
aus dem nicht polarisierten und dem polarisierten Lichtanteil 


p 
definiert ist, fiir vollstindige Polarisation (J, = 0) des abgebeugten Lichtes 
also den Wert Null annehmen mubf. 


Der Depolarisationsgrad einer Lésung won endlicher Konzentratio 


steigt an 

1. mit steigender Konzentration der Lésung, 

2. mit steigender Teilchengr6éBe, 

3. mit steigender Abweichung der Teilchengestalt von der Kugeltorn 

Ermittelt man extrapolatorisch [niheres siehe bei Lange (4) sowie lx 
Wéhlisch und Belonoschkin (5)\ durch Eliminierung des Konzentrations 
einflusses die Depolarisation der gelésten Substanz bei unendlicher Ver 
diinnung, also die Eigendepolarisation 9, der gelésten Partikelehen. xo 
hangt diese nur noch von deren Gré6Be und Gestalt ab. Hierin bestelit di 
groBe theoretische Bedeutung der Eigendepolarisation 0, fiir das Studium 
der Eigenschaften insbesondere kolloidaler Lésungen. Hat man es mit eime! 
Loésung zu tun, deren Teilchen klein gegeniiber der Wellenlange des Lichite- 
sind — dies trifft auch bei kolloidalen Lésungen zu —, so muB nach cde! 
Theorie 90, den Wert Null annehmen, falls die Teilchen kugelf6rmig sind, 
so daB endliche Werte von 0, auf eine mehr oder minder starke Abweichung 


* Dissertation der Universitat Wiirzburg. Mit Unterstiitzung 
Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
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yon der Kugelgestalt hindeuten wiirden. Diese Aussagen der Theorie konnten 
in einer wichtigen Untersuchung von Lange (4) an hydrophoben Solen im 
wesentlichen bestatigt werden. 

Bei konstanter Konzentration der verwendeten Lésung mii®Bten durch 
Dispersitatsanderungen bedingte Volumen- und Gestaltsinderungen der 
Teilchen schon an Veranderungen der direkt ermittelten, also nicht auf 
unendliche Verdiinnung extrapolierten, Depolarisation 9 zu erkennen 
sein. Diese wird aus dem an einem Polarisationsphotometer mit Halb- 
schatteneinrichtung abgelesenen Depolarisationswinkel y nach der Beziehung 


tg? yg 
te’ y 


0 


ermittelt. 


Die nicht sehr zahlreichen bisher vorliegenden Untersuchungen der 
De polarisation des T yndall-Lichtes von Eiweibkérpern haben in mancher 
Hinsicht wiberraschende und unerwartete Ergebnisse gezeitigt. 

So hatte die Arbeit von Wohlisch und Belonoschkin (5) fiir den 
auf unendliche Verdiinnung extrapolierten Depolarisationsgrad 0, 
auch bei solchen EiweiBkorpern eine betrachtliche Abweichung vom 
Werte Null ergeben, fiir deren Teilchen auf Grund unserer bisherigen 
Kenntnisse — z. B. der bekannten Messungen Svedbergs (6) mit der 
Ultrazentrifuge — eine ungefihr kugelférmige Gestalt angenommen 
werden muBte. Sichere Unterscheidungen zwischen str6mungsdoppel- 
brechenden und nicht str6mungsdoppelbrechenden EiweiBk6érpern er- 
gaben sich dabei nicht. Die@,-Werte lagen zwischen 0,025 fiir Ovalbumin 
und 0,045 fiir Ovoglobulin. Demgegeniiber hatte Lange (4) bei hydro- 
phoben Kugelsolen Werte zwischen 0, = 0,000 und 0,009 erhalten, 
waihrend sich bei stré6mungsdoppelbrechenden hydrophoben Solen mit 
mehr oder minder starker Abweichung von der Kugelgestalt viel gréBere 
Werte ergaben. Den héchsten Wert lieferte das ausgesprochene Stabchen- 
sol V,O; mit O, = 0,108 — 0,154. Wohlisch und Belonoschkin konnten 
sich daher ,,des Eindrucks nicht erwehren, daB bei den hydrophilen 
EiweiBsolen die Methode der Depolarisationsmessung versagt, wenn 
es sich darum handelt, Aussagen tiber die Molekiilform zu machen, 
wihrend sie bei den hydrophoben Solen in dieser Hinsicht offenbar 
recht brauchbar ist‘‘. Eine Lésung des Widerspruches kénnte in der 
von W. Haller (7) entwickelten Vorstellung gesucht werden, nach der 
man in den Molekiilen der mit Str6mungsdoppelbrechung und anomaler 
Viskositat begabten Eiwei8sole — zu diesen gehért nach Wohlisch und 
Clamann (8) sowie Woéhlisch und Kiesgen (9) auch das Fibrinogen 
zwar fadenartige, aber nicht starre nadelartige Gebilde vor sich habe, 
die im ruhenden Sol, also z. B. bei der Depolarisationsmessung, knauel- 
artig zusammengerollt seien und sich daher nur wenig von der Kugel-, 
gestalt unterschieden; erst im Strémungsgefialle komme es unter Ent- 
knéuelung zur Orientierung der Faden und damit zu den Erscheinungen 


13* 
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der Str6mungsdoppelbrechung und der anomalen Viskositaét. Ebensooy; yon je 
kénnte auch die Theorie der Dehnungsdoppelbrechung  kolloidale am Fi 
Lésungen von W. Kuhn (10) zur Erklarung herangezogen werden genom 
[Vgl. hierzu auch Wohlisch (11)]. D 


Eine Erklarung fiir den bei Proteinen stets auffallig hohen Wer negati 
der Depolarisation, insbesondere den auf unendliche Verdiinnung Deutu 
extrapolierten ©,-Wert, konnten W0hlisch und Belonoschkin nicht Arbeit 
geben. Dabei stehen diese Messungen in guter Ubereinstimmung mit dann | 
denen anderer Autoren, die uns erst nachtraglich bekannt wurden. gerinn 
So fand K. Krishnamurti (12) in F.G. Donnans Institut an 2° igen Depol 
1°, igen und 0,5°,igen Gelatinesolen im Temperaturbereiche von 25 Erorte 


bis 40° fiir den Depolarisationsgrad den konstanten Wert 9 = 0,038 U 
Da 2 in diesem Falle von der Konzentration unabhangig ist — ein an (ans, 
sich schon sehr auffalliger Befund! — so ergibt sich auch fiir die durch Gerini 
Extrapolation auf unendliche Verdiinnung erhaltliche Eigendepolari- konze 
sation der gleiche Wert: 0, = 0,038, der mit den von Wohlisch und endlic 
Belonoschkin an alkalischen Fibrinlésungen und an Myosinlésungen der G 
gefundenen Mittelwerten von 0, genau tibereinstimmt. deutli 
Ettisch, Sachsse und Lange (13) suchten aus Messungen des De- liegen 
polarisationsgrades © Schliisse’ auf die zeitlichen Anderungen des 
Teilchenvolumens und der Teilchengestalt in alkalischen Albumin 
und Globulinlésungen zu ziehen. Es ergaben sich dabei sehr komplizierte 
Verhaltnisse und wiederum auffallig hohe Depolarisationswerte. 
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Wohlisch und Krapf (14) suchten die Veriinderungen der Intensitat | Auffa 
und der Depolarisation des 7'yndall-Lichtes fiir das Problem der Blu/ 
gerinnung auszuwerten. Sie fanden bei der Gerinnung von Fibrinogen- 
lésungen unter Thrombineinwirkung nicht stets, jedoch in einem grofen 
Teil der Versuche vor dem schlieBlich einsetzenden Depolarisations- 
anstieg eine kurzdauernde Phase der Depolarisationsabnahme gegeniilir 
dem Anfangswert, eine Erscheinung, die wir kurz als die negative Phas 
der Depolarisation bezeichnen wollen. In vélliger Analogie zu diesen 
Ergebnissen bei der Gerinnung des Fibrinogens hatte Krishnamurti in 
seiner bereits erwalhnten Untersuchung bei der Gelatinierung der Gelatin: y, 
durch Abkiihlung ein besonders bei niedrigen Konzentrationen sehr aus- ander 
gesprochenes Minimum der Depolarisation, also gleichfalls eine negative Arbei 
Phase, erhalten und daraus weitgehende Schliisse auf GréBen- und por 
Gestaltsinderungen der Gelatineteilchen gezogen. Wegen der Unrege!- mit \ 
maBigkeiten ihrer Versuchsergebnisse hatten Wohlisch und Ara)! des § 


Es kann kein Zweifel bestehen, dap die Gripe der Depolarisation dis 
T yndall-Lichtes von EiweiBlisungen ein vorerst noch nicht véllig geklarts 
Problem vorstelit. Es ist dies eine der Fragen, die uns in der vorliegend:: 
Untersuchung beschaftigt. 
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yon jeglicher theoretischen Auswertung ihrer Depolarisationsmessungen 
am Fibrinogen fiir das Problem der Blutgerinnung einstweilen Abstand 
genommen. 

Die Aufklarung der Bedingungen fiir das Zustandekommen der 
negativen Phase bei der Fibrinogengerinnung und ihre theoretische 
Deutung war das urspriingliche Ziel, das wir uns fiir die vorliegende 
Arbeit gesteckt hatten. Erst im Verlauf der Untersuchung stellte sich 
dann heraus, dap in Wirklichkeit nicht eine spezielle Frage der Fibrinogen- 
gerinnung, sondern ganz allgemein die Problematik der Auswertung von 
Depolarisationsmessungen an hydrophilen EiweiBsolen wiberhaupt zur 
Erérterung stand. 

Uberlegungen auf Grund der Theorie des T'yndall-Lichtes von 
(ans, allgemeine Erfahrungen iiber die starke Variabilitat der bei der 
Gerinnung zu beobachtenden Erscheinungen mit der Fibrinogen- 
konzentration [vgl. hierzu Wohlisch, Diebold und Kiderlen (15)] und 
endlich der Befund von Krishnamurti, daB die bei der Gelatinierung 
der Gelatine auftretende negative Phase der Depolarisation besonders 
deutlich bei kleinen Konzentrationen ist, legten es nahe, auch im vor- 
liegenden Falle an einen maBgebenden EinfluB der Substratkonzentration 
m denken. Wir untersuchten daher zuerst die Verainderungen der 
Depolarisation und der Intensitat des 7'yndall-Lichtes waihrend der 
Gerinnung des Fibrinogens durch gereinigtes Thrombin in einer gréBeren 
Zahl von Versuchen, wobei die Fibrinogenkonzentration von sehr hohen 
bis herab zu sehr niedrigen Werten variiert wurde. Tatsachlich lieB 
sich auf diesem Wege eine — allerdings ginzlich unerwartete — Auf- 
klarung der Erscheinung der negativen Phase der Depolarisation er- 
bringen. 

Weitere Versuche und Uberlegungen fiihrten uns dann zu einer 
Auffassung vom Wesen der bei EiweiBlésungen erhaltlichen Depolari- 
sationswerte, nach welcher alle bisher vorliegenden Versuche auf diesem 
Gebiete einschlieBlich der aus dem eigenen Institut hervorgegangenen 
mit einem grundsatzlichen Versuchsfehler behaftet sind, der auBerste 
Vorsicht bei der theoretischen Auswertung aller dieser Messungen 
zum Gebote macht. 


II. Experimenteller Teil. 
1. Methodisches. 


Zur gleichzeitigen Registrierung der Triibungs- und Depolarisations- 
inderungen wahrend der Gerinnung bedienten wir uns der schon in der 
Arbeit von Wohlisch und Krapf verwendeten Kombination des Stufenphoto- 
meters der Firma Zeiss mit einem Polarisationsphotometer nach Martens 
und Bechstein der Firma Schmidt d> Haensch. Dieses Instrument wurde 
mit vertikal gerichteter optischer Achse derart iiber dem Triibungsmesser 
des Stufenphotometers angebracht, daB das von dessen Lichtquelle — einer 
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kleinen mit Kondensor versehenen Gliihlampe —- in dem untersuc|ite; 
System erzeugte horizontale Biindel des Tyndall-Lichtes senkrecht vo) 
oben anvisiert und auf seinen Polarisationszustand untersucht werde; 
konnte. Wie schon in der Arbeit von Wohlisch und Krapf wurde also }; 
bewuBter Abweichung von den Versuchsbedingungen der Arbeit vo; 
Wohlisch und Belonoschkin iiber den Gans-Effekt bei EiweiBkérpern be 
unseren Depolarisationsmessungen auf die Verwendung monochromatisc he; 
Lichtes verzichtet, da nur so eine fiir die Messung bei sehr kleinen Substrat 
konzentrationen hinreichende Intensitat des Tyndall-Lichtes erzielt werde) 
kann. 

Der am _ Polarisationsphotometer abgelesene Depolarisationswinke 
ist in unseren Kurven mit g bezeichnet. Er liegt zwischen den Werte: 
gy = 0° fiir vollstandige Polarisation und g = 45° fiir vollstaéndige Depolari 
sation des untersuchten Lichtes. Von einer Berechnung des in den Arbeite; 
von Wohlisch und Belonoschkin, sowie Wohlisch und Krapf verwendete: 
Depolarisationsgrades @ aus dem Winkel ~ wurde Abstand genommen 
da hiervon keine weitere Klarung zu erwarten war. 

Die zu untersuchende Lésung befand sich bei allen Versuchen in einem 
schlierenfreien, 50 ccm fassenden Becherglase der Firma Schott u. Gen, 
Die Temperiervorrichtung des Triibungsmessers war auf 20°C eingestellt, 

Die Werte der relativen Triibung 7 wurden unter Verwendung des in 
Stufenphotometer angebrachten Vergleichslichtes 4 und unter Vorschaltung 
des griinen Okularfilters L 2 gemessen. 


2. Versuchsergebnisse. 


a) Der Einflu8B der Fibrinogenkonzentration auf Depolarisatio: 


und Triibung bei der Gerinnung. 


In der folgenden Versuchsreihe diente als Substrat der Gerinnung eine§ 


am 6. Marz 1937 hergestellte Lésung von Pferdefibrinogen aus Oxalatplasma, 
das zur Entfernung des Prothrombins nach Bordet (16) mit Caletumphosphat 
ausgeschiittelt war. Das Fibrinogen wurde einmal nach Hammarsten dure! 
Halbsattigung mit Kochsalz gefallt. Die Lésung wurde zur Entfernung des 
Kochsalziiberschusses gegen physiologische Kochsalzlésung  dialysiert 
Der EiweiBgehalt der fertigen Fibrinogenlésung betrug 1,6°,, ihr Kochsalz 
gehalt 0,9°,. Unter der ,,Fibrinogenkonzentration*: in unseren Versuchen 
ist die gesamte Konzentration des aus der Fibrinogenlésung stammenden 
EiweiBes zu verstehen, wobei wir uns bewuBt sind, daB auBer dem eigentliche: 
Fibrinogen noch kleinere Mengen anderer EiweiBkérper, vor allem vo 
Fibringlobulin, in der Lésung enthalten sind. 

Als Thrombin wurde ein sehr eiweiBarmes, hochaktives, nach den 
Kombinationsverfahren von Mellanby-Howell-Bleibtreu (17) hergestelltes 
Praiparat verwendet, das sehr klare Lésungen lieferte und noch in sel 
starker Verdiinnung zu Gerinnungsversuchen verwendet werden konnte 

Alle Lésungen wurden vor den Versuchen durch ein Faltenfilter filtriert. 
um grébere Staubteilchen zu entfernen; ferner wurde beim Filtrieren de: 
Trichterausflu8 direkt auf den Boden des Becherglases aufgesetzt, um ie 
Entstehung von Luftblaischen zu vermeiden, da sich gezeigt hatte, dal 
sowohl Stéubchen wie Luftblaschen sich stérend auf die Depolarisations- 
und Triibungsmessung auswirken kénnen. 

Die im folgenden zu besprechenden Gerinnungsversuche wurden am 
12. Marz 1937 ausgefiihrt. Die Versuchstemperatur betrug 20°. Die 'Thrombin- 
konzentration war in allen Versuchsreihen, die Fibrinogenkonzentration 
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), je einer Versuchsreihe die gleiche. Sie wies in sieben aufeinanderfolgenden 
Versuchsreihen folgende Werte auf: 1,6, 0,8, 0,4, 0,2, 0.1, 0,05 und 0,025 °,. 
die Ablesungen der Depolarisation und der Triibung erfolgten gleichzeitig 
urch je einen Beobachter in zeitlichen Absténden von je '/, Minute. Aut 
eden der 28 Minuten dauernden Gerinnungsversuche entfallen also je 
# Ablesungen der Triibung und der Depolarisation. 


Die hauptsichlichsten Versuchsergebnisse sind in Abb. 1 fiir den 
jepolarisationswinkel g und in Abb. 2 fiir die Triibung 7 wiedergegeben. 
seide GréBen sind hier als Funktion der vom Versuchsbeginn, d.h. vom 
Jusammenbringen des Fibrinogens und des Thrombins, an gerechneten Zeit 
largestellt. Jede Kurve ent- 
pricht einer  bestimmten 
fibrinogenkonzentration. Der 30° Pie Gee eH gig kes ye | 
(bersichtlichkeit halber sind “4% | 
lie zu den Fibrinogenkonzen- -— 
rationen 0,8 und 0,2°, ge- i 
jorigen Kurven fortgelassen. 
‘ie weisen genau die gleichen, 
m folgenden zu er6érternden 
GesetzmaéBigkeiten auf, wie 
lie in den Abbildungen ent- 
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altenen Kurven. \ A Ha ee 
/ 0.025% 


Aus Abb. 1 ist zu er- 
ehen, daB alle Kurven eine 
negative Phase der Depo- 
arisation, also einen anfang- % ry 
ichen Abfall des Depolari- lane 
ationsnswinkelsqgegentiber A041 Venu vom 12.1) 10: Deets 
lem Ausgangswert auf- Gerinnung von Pierdefibrinogen durch Thrombin 
A weisen. Es folgt sodann fiir ee eee — 
eine Phase des Wiederan- 
stiegs, in welcher der Ausgangswert mit Ausnahme des Versuchs 
mit niedrigster Fibrinogenkonzentration (0,025 °,) tiberschritten wird. 
Die Amplitude der negativen Phase, d.h. die Differenz zwischen 
dem Ausgangswert und dem _ niedrigsten in dem_ betreffenden 
Gerinnungsversuch erreichten Wert von q ist um so gr6Ber, je 
niedriger die Fibrinogenkonzentration ist: Sie betragt bei 0,025 °%, 
Fibrinogen nicht weniger als 17,5° — 8,6° = 8,9°, bei 1,6% Fibri- 
nogen dagegen nur noch 9,0° — 8,5° =0,5°. In der Arbeit von 
Wohlisch und Krapf, in der nicht mit stark verdiinnten Fibrinogen- 
lisungen gearbeitet wurde, betrug die Amplitude der negativen Phase, 
soweit diese iiberhaupt nachweisbar war, niemals mehr als 2,0°. Wie 
uns weitere Versuche von der Art des in Abb. 1 dargestellten ergeben 
haben, ist das Auftreten einer negativen Phase der Depolarisation wihrend 
der Gerinnung ausnahmslos durch geniigend starke Verdiinnung der 
Fibrinogenlésung zu erzielen. 
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Ein weiteres Ergebnis unserer in Abb. 1 dargestellten Versuchsreihe 
ist, daB das wihrend eines jeden Versuchs erreichte Minimum des [)e 
polarisationswinkels unabhaingig von der angewendeten Fibrinoyep. 
konzentration ist: Es liegt innerhalb der Fehlergrenzen bei dem gleic her 
Wert, namlich bei etwa 8,5 bis 8,8°. 


Endlich fallt 


in unserer Versuchsreihe auf, 


daB die Anfangswert, 


des Depolarisationswinkels mit steigender Fibrinogenkonzentration ab. 


fallen. 


Dies geht besonders deutlich aus Abb. 3 hervor, 


welche die 


Anfangswerte von q und 7’ unserer Versuchsreihe als Funktion de: 


Fibrinogenkonzentration enthalt. 
Gegensatz zu dem, 
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Depolarisation man 
in Abb. 1] 


der beiden 


Anstieg der Depolarisation wberhaupt erst eintreten 
Minimalwert iiberschritten hat. 
Gerinnungsversuche — 


Triibung einen gewissen 
sind fiir samtliche  sieben 
den Abb. 1 und 2 
trationen 0,2 und 0,8 % 


wahrscheinlichsten Triibungswerte 7’ zusammengestellt, 


vergleiche 
zeitlich ausnahmslos vorangeht. 
Abbildungen drangt sich der Eindruck auf, 


nicht enthaltenen 
— die aus den abgelesenen Werten ermittelten 
welche zur 


Dieser Befund steht in auffallenden 
was auf Grund der Theorie und auf Grund der 


Versuchsergebnisse von WGhlisc) 
und Belonoschkin zu erwarten war 
In Ubereinstimmung mit den E: 
gebnissen der Theorie von Gans fand 
sich in der genannten Arbeit bei 
allen Eiweibkérpern 
einschlieBlich des Fibrinogens aus. 
nahmslos ein Anstieg der Depolari. 
sation mit steigender Eiweilkon- 
zentration. 

Kin fiir die Aufklarung dieser un 
erwarteten Erscheinungen wichtiges 
Ergebnis enthalt die Abb. 2, welch 
die den Depolarisationsaénderungen 
der Abb. 1 entsprechenden Triibungs 
anderungen wiedergibt. In Uberein- 
stimmung mit den Versuchen der 
Arbeit von Wohlisch und Krap 
finden wir dak 
eines Gerinnungsversuchs der An 
stieg der ‘Triibung dem = der 
hierzu die zugehérigen Daten 
Bei einer Vergleichung 
dap cin 
kann, wenn dit 
In Tabelle | 
auch die in 
bei den Fibrinogenkonzen- 


untersuchten 


hier, wahrend 


Zeit t, des Wiederanstiegs des Depolarisationswinkels nach Durch- 


laufen des Minimums zu verzeichnen waren. 


Es zeigt sich, 
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] 


Tabelle I. 





Fibrinogen 5 om Fibrinogen t4 
0'9 Min. Vig Min. 


T 


1,6 82 O1 104 
0.8 7 7d 0,05 f 169 
0,4 ‘ 73 0,025 ) 103 
0,2 : 131 





Depolarisation offenbar nicht wiederansteigen kann, bevor eine Triibung 
von mindestens etwa 73 erreicht worden ist. 

Im iibrigen bestatigen die Gerinnungsversuche der Abb. 1 und 2 
die von Wohlisch, Diebold und Kiderlen (15) aufgefundene reaktions- 
kinetische GesetzmaBigkeit, nach welcher die Gerinnungszeit bei kon- 
stanter Thrombinkonzentration bei einem bestimmten Wert der 
Fibrinogenkonzentration hier bei 0.05% ein Minimum aufweist. 


bh) Die negative Phase der Depolarisation als allgemeine Er- 
scheinung bei dispersitatsverringernden Eingriffen. 


Um zu priifen, ob die negative Phase der Depolarisation eine fiir 
die Gerinnung durch Thrombin spezifisch kennzeichnende oder eine 
allgemeinere Erscheinung bei dispersitatsverringernden Eingriffen 
vorstellt, wurden verschiedene flockungserzeugende LEingriffe hin- 
sichtlich der dabei auftretenden Depolarisationsveranderungen unter- 


sucht. Die Starke der Einwirkung muBte dabei so dosiert werden, dab 
sich der gesamte Flockungsablauf iiber eine langere Zeit erstreckte, 
so daB eine gréBere Zahl von Ablesungen am Photometer vorgenommen 
werden konnte. Uber diese Versuche kann hier zusammenfassend 
berichtet werden, da sie vollstandig tibereinstimmende Ergebnisse 
zeitigten: Verwendet man Fibrinogenkonzentrationen, die bei der Thrombin- 
gerinnung eine negative Phase der Depolarisation ergeben, so wird diese 
auch bei der Flockung durch Wédrme (ldngere Einwirkung einer Tem- 
peratur von 54°), durch Zugabe von Alkohol, von Kochsalz in héheren 
Konzentrationen, durch Salzentziehung (Verdiinnung mit destilliertem 
Wasser), endlich auch durch schwache oder starke Sduren in geeigneter 
Konzentration erhalten. 

DaB die negative Phase der Depolarisation nicht an die Verwendung 
von EiweiB als Substrat gebunden ist, beweisen Versuche, bei denen in 
einer klaren alkoholischen Mastixlésung durch Zugabe eines Wasser- 
Alkoholgemisches eine Triibung durch Ausscheidung von Mastix in 
Form einer kolloidalen Lésung erzeugt wird (15 ecm Mastixlésung 
werden mit dem gleichen Volumen eines Gemisches aus 14,5 ccm 
96 °,igem Alkohol und 0,5 cem dest. Wasser versetzt). Der Depolari- 
sationswinkel sinkt dabei innerhalb von 4'/, Minuten von seinem An- 
fangswert 22,5° auf den Wert 10° ab, um dann wieder anzusteigen. 
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c) Depolarisation und Triibung von Fibrinogenlésungen 
Funktion der EiweiBkonzentration. 


Eine weitere Klarung, insbesondere auch der Widerspriiche gegen. 


tiber den Ergebnissen von Woéhlisch und Belonoschkin, soll der folgende 
Versuch vom 23. Marz 1937 herbeifiihren, in welchem Depolarisation 
und Triibung einer Fibrinogenlésung in einem weiten Bereich cer 
Fibrinogenkonzentration von 2° bis herab zu 0,0025°% gemessen 
wurden. 

Als Ausgangsmaterial diente eine am 20. Marz 1937 nach dem oben 
beschriebenen Verfahren hergestellte Lésung von Pferdetibrinogen mit 
0,9°,, Kochsalz- und 2,0°,, EiweiBgehalt. Die Messungen erfolgten auch hie: 
wieder mit weiBem Licht, wahrend 
Wohlisch und Belonoschkin das 
monochromatische Licht — de: 
griinen Quecksilberlinie — ver. 
wendeten. Da _ die Lichtinten 
sitat des Tyndall-Phainomens 
bei der Beleuchtung mit weiBem 
Licht sehr viel gréBer als bei 
Anwendung monochromatischen 
Lichtes ist, so konnten Depolari 
sation und Triibung bis heral, 
zu sehr kleinen Konzentrations 
werten gemessen werden, ie 
bei Anwendung monochromati- 
schen Lichtes wegen zu geringer 
Starke des Streulichtes keine 


Abb 3. Versuch vom 12. ILI. 1937: Depolari- Messungen mehr zulassen. 
sationswinkel q~ und Triibung 7 als Funktion : 
der prozentualen Fibrinogenkonzentration “Fg Die Messungsergebnisse sind 


bei einer Lésung von geringer spezifischer in Abb. 4 enthalten, welche 
Triibung (7, = 51). 

ebenso| wie Abb. 3 Depolari. 
sationswinkel q und Triibung 7’ als Funktion der Fibrinogenkon. 
zentration ¢,, enthalt. Wiahrend die Triibung mit zunehmender 
Konzentration stetig ansteigt, weist die Depolarisation ein Minimum 
bei etwa 0,5°%, Fibrinogen auf. Oberhalb dieses Minimums steigt 
die Depolarisation mit steigender Fibrinogenkonzentration an, wie 
es die Theorie verlangt, und wie dies auch die Untersuchungen von 
Wohlisch und Belonoschkin ergeben hatten. Unterhalb des Minimums 
dagegen steigt die Depolarisation mit fallender Konzentration, wie dies 
auch die Messungen der Abb. 3 ergeben hatten. Die Depolarisations- 
werte unterhalb des Minimums streben mit fallender Konzentration 
in Abb. 3 wie in Abb. 4 einem Maximalwert fiir die Fibrinogenkonzen- 
tration Null zu: es ist dies also der Depolarisationswert des Lésungs- 
mittels, der physiologischen Kochsalzlésung, fiir die der Wert ~ = 21,8" 
gemessen wurde. Dieser Wert steht in guter Ubereinstimmung mit 
Werten, die 2. Gans (2) beim Wasser mit weibem Licht erhielt: er fand 
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be: gewohnlichem destilliertem Wasser q = 24,7°, bei ultrafiltriertem 
Wasser g = 19°. 

Der Widerspruch zwischen den Angaben von Wdhlisch und Belonosch- 
kin und denen unserer oben besprochenen Messungen klart sich also 
offenbar dahingegehend auf, daB von Wohlisch und Belonoschkin nur 
indem Gebiete oberhalb des Depolarisationsminimums, in dem Versuche 
der Abb. 3 dagegen nur unterhalb dieses Minimums gearbeitet wurde. 
Wir halten es fiir sicher, daB auch die Fibrinogenlésung der Abb. 3 
bei Untersuchung im Bereiche noch héherer Konzentrationen den sonst 
ausnahmslos nachweis- 
baren Anstieg der Depo- 
larisation mit steigender 
Konzentration ergeben 
hatte. 

Ein Vergleich der 
Abb. 3 und 4 zeigt ohne 
weiteres, daB das De- 








polarisationsminimum 

nicht bei allen Fibri- 
nogenlisungen bei der iia 
gleichen Konzentration a 
gelegen sein kann, son- es 
dern daB hier noch ein 
weiterer EinfluB mab- Abb. 4. Versuch vom 23. III. 1937: Depolarisations- 
gebend sein muB. Denn ——_Fibrinogentonzentration ¢F bel einer Ldsung von hohere 
die Lésung der Abb. 4 spezifischer Triibung (7, = 87). 

laBt bereits bei der Kon- 

zentration von 1,0°%, Fibrinogen den Wiederanstieg der Depolarisation 
durch Konzentrationserh6bhung erkennen, wahrend dies bei der 
Lésung der Abb. 3 noch nicht einmal bei 1,6 °% der Fall ist. Auch hier 
scheint der Triibungsgrad der Lésungen von mapgebendem FHinflug 
auf den Verlauf der Depolarisation zu sein, ahnlich wie dies schon 
bei den Gerinnungsversuchen festzustellen war. Nehmen wir an, 
daB tatsichlich der Anstieg der Depolarisation erst oberhalb eines 
kritischen Triibungswertes von etwa 7 = 73 erfolgen kann, so wird 
das unterschiedliche Verhalten der Lésungen von Abb. 3 und 4 
verstandlich. 

Wir wollen mit spezifischer Triibung 7’, die aus den Diagrammen der 
Abb. 3 und 4 zu entnehmende Triibung einer 1 °,,igen Lésung bezeichnen. 
Sie betrigt bei der Lésung der Abb. 3 7, = 51, bei der Lésung der 
Abb. 4 dagegen 7’, = 87. Ersterer Wert liegt unterhalb, letzterer 
bereits oberhalb der kritischen Triibung von etwa 7' = 73. Dement- 
sprechend ist bei der Lésung der Abb. 3 bei der Fibrinogenkonzen- 


Biochemische Zeitschrift Band 292. 14 








206 E. Wohlisch u. A. Neugschwender: 


tration von 1,0°, noch kein Anstieg der Depolarisation durch 
Konzentrationserhéhung zu bemerken, wahrend dies bei der Lésung 
der Abb. 4 bereits der Fall ist. 


III. Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Im folgenden soll der Versuch gemacht werden, die bisher nicht 
oder nur durch Hilfshypothesen deutbaren Ergebnisse der Depolari- 
sationsmessungen an EiweiBkérpern von einem einheitlichen Gesichts. 
punkte aus zu erklaren. Wir denken dabei in der Hauptsache an die 
folgenden Erscheinungen: 

1. die auch bei Proteinen mit vermutlich kugeliger Gestalt der 
Molekiile iiberraschend hohen Werte der Depolarisation, insbesondere 
der durch Extrapolation gewonnenen vermeintlichen Eigendepolari- 
sation ©, des Eiweibes [Wdhlisch u. Belonoschkin (5)]; 

2. das Auftreten einer negativen Phase der Depolarisation bei 
dispersitatsverringernden Vorgingen, insbesondere bei der Gelatinierung 
der Gelatine [Krishnamurti (12)]}-und bei der Gerinnung des Fibrinogens 
| Wohlisch u. Krapf (14)]; 


3. das Auftreten eines Depolarisationsminimums bei Variation der 
EiweiBkonzentration in einem geniigend weiten Bereich (Ergebnisse 
in Kap. II, 2¢ der vorliegenden Arbeit). 


Diese Erscheinungen erklaren sich zwanglos, wenn man beriick- 
sichtigt, daB sich auf die mittels des Polarisationsphotometers gemessene 
Gesamtdepolarisation einer Lésung nicht nur der Depolarisationsgrad 
des gelésten Stoffes, sondern auch der des Lésungsmittels, in unserem 
Falle also des Wassers, auswirken muB. Da hier eine mégliche Fehler- 
quelle der Depolarisationsmessungen vorliegt, die sich besonders bei 
stirkerer Verdiinnung der Lésungen geltend machen muB, ist selbst- 
verstandlich von R.Gans (2) richtig erkannt und auf S. 393. seiner 
Arbeit iiber ,,Das 7'yndall-Phanomen in Fliissigkeiten“ fiir seine Mes- 
sungen an Rohrzuckerlésungen diskutiert worden. Auch LHiétisch, Sachss: 
und Lange (13) erwahnen diese Fehlerquelle und glauben sie ebenfalls 
bei ihren Versuchen an alkalischen Eiweiblésungen geniigend beriick 
sichtigt zu haben. 

Die Gesamtdepolarisation einer Losung mu} zwischen den Einze!- 
depolarisationen des Lésungsmittels und des Gelésten gelegen sein. 
Der Anteil, den Geléstes und Lésungsmittel zur Gesamtde polarisation 
beitragen, wird von den Lichtintensititen abhingen, mit denen jede der 
beiden Phasen an der Gesamtintensitat des Tyndall-Lichtes der Lésung 
beteiligt ist. Die Intensitaét des von reinem Wasser ausgestrahlten 
T yndall-Lichtes ist zwar klein, sie wird jedoch durch die unvermeid- 
baren staubartigen Verunreinigungen des Wassers betrachtlich erholit. 
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Vor allem aber ist der Depolarisationsgrad schon bei gereinigtem, noch 
mehr bei gewo6hnlichem Wasser sehr hoch, fiir destilliertes Wasser ist 
z.B. O = 0,266 [berechnet nach Gans (2)]. Die Depolarisation des 
Wassers wird die Gesamtdepolarisation der Lésung um so weniger 
beeinflussen, je gréBer die Intensitat des vom Gelésten ausgestrahlten 
T yndall-Lichtes ist, d. h. je gréBer dessen Konzentration und spezifische 
Triibung ist. Arbeitet man mit hohen Konzentrationen und mit Stoffen 
starker spezifischer Triibung, z. B. mit hydrophoben Kolloiden, so kann 
der EinfluB des Wassers auf den gemessenen Depolarisationsgrad der 
Lésung praktisch vernachlassigt und daher die gemessene Gesamt- 
depolarisation ohne merklichen Fehler auf den gelésten Stoff bezogen 
werden. So erklart es sich, daB bei hydrophoben Kolloiden von kugeliger 
Molekilgestalt sich erwartungsgemal} sehr kleine, nahe bei Null gelegene 
Werte der Eigendepolarisation ©, ergeben [Lange (4)|. 

Bei hydrophilen Kolloiden dagegen, insbesondere beim Eiweif, diirfte 
die Vernachldssigung der Wasserdepolarisation in den meisten Fdillen, 
wenn nicht stets unstatthaft sein, denn erstens weist das EiweiB als hydro- 
philes Kolloid keine sehr hohe spezifische Triibung auf, sodann kénnen 
vom EiweiB im allgemeinen keine sehr hoch konzentrierten Lésungen 
hergestellt werden. Beim Fibrinogen z.B. kommt man nur wenig 
liber 2%. 

Wir halten es heute fiir sicher, daB sich schon bei Konzentrationen 
dieser GroéBenordnung die hohe Wasserdepolarisation sehr merklich 
auf die Gesamtdepolarisation der EiweifBlésung auswirkt, und dab 
deshalb z. B. die durch Extrapolation gewonnenen, als Eigende polarisation 
des Eiweifes gedeuteten ©,-Werte von Wohlisch und Belonoschkin sdmtlich 
wesentlich zu hoch sind. Nimmt man an, dab die wahre Eigendepolari- 
sation des EiweiBes, also seine Depolarisation bei unendlicher Ver- 
diinnung, ebenso wie die der meisten hydrophoben Kolloide im Vergleich 
zur Wasserdepolarisation sehr klein ist, und ferner, daB die hohe Wasser- 
depolarisation sich auf die Gesamtdepolarisation der Lésung mit einem 
dem Triibungsanteil des Wassers an der Gesamttriibung der Lésung 
entsprechenden Anteil auswirkt, so ist, zunachst rein qualitativ, leicht 
einzusehen, dab 

1. in einer Versuchsreihe mit Variation der EiweiSkonzentration 
bei einer bestimmten Konzentration ein Minimalwert der Depolarisation 
auftreten mu, wie dies in Kap. II, 2¢ dieser Arbeit gefunden wurde; 


2. die Depolarisation einer Lésung von gerinnendem EiweiB kon- 
stanter Konzentration nach einer bestimmten Zeit einen Minimalwert 
durchlaufen mu, wie dies Krishnamurti bei Gelatine, Wdohlisch und 
Krapf beim Fibrinogen fanden. 


Hierauf sei noch etwas naher eingegangen. 





E. Wohlisch u. A. Neugschwender: 


Zu 1. Depolarisation als Funktion der EiweiBkonzentration. 

Bei sehr kleinen EiweiBkonzentrationen riihrt die 7’ yndall-Inten. 
sitat der Losung zum gréBten Teil von der Streuung des Wassers (und 
seiner Verunreinigungen) her, und die Depolarisation des untersuchten 
Streulichtes weist daher einen von der hohen Wasserdepolarisation 
stark beeinfluBten, also hohen Wert auf. So erklaren sich die groben 
Werte des Depolarisationswinkels g~ in Abb. 3 und 4 im Bereiche der 
ganz niedrigen Fibrinogenkonzentrationen. Mit steigender Eiweiti- 
konzentration nimmt der Anteil des Eiweifes an der Gesamtintensit iit 
des 7'yndall-Lichtes immer mehr zu, damit setzt sich die geringe De- 
polarisation des EiweiBbes gegeniiber der des Wassers mehr und melir 
durch, und die gemessene Gesamtdepolarisation der Lésung sinkt gegen- 
iiber dem hohen Anfangswert ab. Diesem Absinken wird jedoch durc|) 
die mit steigender EiweiBkonzentration zunehmende Depolarisation des 
vom EiweiB gestreuten Lichtes ein Ende bereitet: nach Durchschreiter: 
eines Minimums mu nunmehr die Gesamtdepolarisation des Tyndall. 
Lichtes, das jetzt zum weitaus gr6éBten Teil vom EiweiB herriihrt, mit 
weiterer Steigerung der EiweiBkonzentration wieder ansteigen. Bei 
geniigender Konzentration der Lésung kann schlieBlich der Depolari- 
sationswert des Wassers sogar tiberschritten werden, wie dies bei den 
Versuchen von Wohlisch und Belonoschkin in einigen Fallen zu beob- 
achten war. , 


Zu 2. Depolarisationsverdnderungen bei der Gerinnung. 


Der wechselnde Ausfall der Depolarisationsmessungen an einer 
gerinnenden Fibrinogenlésung, d.h. das Auftreten oder Ausbleiben 
einer negativen Phase der Depolarisation (Wéhlisch und Krapf) ist 
nunmehr auch verstandlich. Jede Teilchenvergr6Berung wahrend des 
yerinnungsvorgangs fiihrt zu einer Zunahme der Intensitét und der 
Depolarisation des vom EiweiB zerstreuten Lichtanteils. Bei kleiner 
Konzentration der verwendeten EiweiB®lésung liegt die gemessene 
Gesamtdepolarisation der Lésung infolge des starken Anteils der Wasser- 
depolarisation wiederum hoch. Durch den Anstieg der EiweiBtriibung 
wahrend der Gerinnung setzt sich die anfainglich noch niedrige Eiweil’- 
depolarisation immer mehr gegeniiber der hohen Wasserdepolarisation 
durch: die Folge mu8 ein Absinken der Gesamtdepolarisation der 
Lésung sein. Nach Erreichung eines Minimums muB die Depolarisation 
wieder ansteigen, da schlieBlich nahezu das gesamte Streulicht vom 
EiweiB stammt, dessen Depolarisation infolge zunehmender Dispersitats 
verringerung immer noch im Ansteigen begriffen ist. Ist die Triibung 
der EiweiBlésung aus Griinden geniigend hoher Konzentration oder 
gentigend hoher spezifischer Triibung von vornherein verhaltnismaBiy 
hoch, tritt somit der Anteil des Wassers an der gemessenen Gesamt 
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depolarisation weitgehend zuriick, so muB die Gesamtdepolarisation 
der Lésung von vornherein niedrig sein, und es wird wahrend der 
Gerinnung keine oder nur eine schwache negative Phase der Depo- 
larisation zu erkennen sein. 

Alles in allem will es uns scheinen, daf bei keiner der bisher vorliegen- 
din Depolarisationsmessungen des Tyndall-Lichtes von Eiweifpkirpern 
die vorstehend erédrterte Fehlerquelle einer merklichen oder sogar sehr 
wesentlichen Beteiligung der Wasserdepolarisation am Gesamtwert der 
Depolarisation geniigend beriicksichtigt worden ist. Wir glauben, daB 
durch diesen EinfluB die itibereinstimmend von allen Untersuchern 
vefundenen auffallend hohen @- und O,-Werte der EiweiBkérper (vgl. 
insbesondere Wéhlisch und Belonoschkin), ebenso die von Wéhlisch und 
Krapf bei der Gerinnung des Fibrinogens nachgewiesene negative Phase 
der Depolarisation eine einfache Erklarung finden. Ferner méchten wir 
annehmen, da auch die von Krishnamurti gefundene negative Phase 
der Depolarisation bei der Gelatinierung der Gelatine auf der gleichen 
Fehlerquelle beruht und daher die von diesem Autor auf Formver- 
inderungen des Gelatinemicells gezogenen SchluBfolgerungen un- 
zulassig sind. 

Auch die bereits in Kap. I erwahnte von Krishnamurti angegebene 
Unabhangigkeit der Depolarisation von der Gelatinekonzentration in 


einem bestimmten Temperaturbereich hat ihr volliges Analogon in 


dem Ausfall des Versuchs unserer Abb. 3 und ist am einfachsten aus 
unserer Annahme zu verstehen. Endlich glauben wir, daB die Messungs- 
ergebnisse von Lttisch, Sachsse und Lange an alkalischen Lésungen 
von Albumin und Globulin nicht einmal bei den von ihnen ver- 
wendeten héheren Konzentrationen frei vom Einflul} der Wasser- 
depolarisation sind. 

Orientierende Triibungsmessungen an Albuminlésungen zeigten 
uns namlich, da bei diesem EiweiBkérper selbst recht konzentrierte 
Lésungen eine sehr geringe Triibung aufweisen, somit einen hohen 
relativen Anteil der Wasserstreuung besitzen miissen. Auch die von 
diesen Autoren auf die Veranderungen der EiweiBteilchen durch Alkali- 
einwirkung gezogenen SchluBfolgerungen diirften daher mit gréBter 
Vorsicht aufzunehmen sein. 

Wie uns scheint, liegt bisher kein Beweis dafiir vor, daB in den bei 
KiweiBkorpern festgestellten Depolarisationsveranderungen etwas an- 
deres zum Ausdruck kommt, als die durch die gleichzeitigen Triibungs- 
inderungen bedingten Verschiebungen der relativen Anteile von Ei- 
wei und Wasser an der Gesamtdepolarisation der Lésungen, dab 
somit die Depolarisationsmessungen irgendein iiber die Ergebnisse 
einfacher Triibungsmessungen hinausgehendes sicheres Resultat gezeitigt 
hatten. 
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Kiner Prifung der Frage, ob es gelingt, durch rechnerische Beriick. 





sichtigung der T'yndall-Intensitat und der Eigendepolarisation ces gewi 
Wassers die Eigendepolarisation des gelésten EiweiBes genauer zu er- berti 
fassen als bisher sollen weitere Untersuchungen gewidmet sein. folge 
Zusammenfassung. 
1. Wahrend der Gerinnung von Fibrinogenlésungen durch Thrombin 
wurden Messungen der Intensitét und der Depolarisation des Tyndal/- li, 
Lichtes vorgenommen. Es zeigte sich dabei, da die in einer friiheren — 
Untersuchung von Wohlisch und Krapf in einem Teil der Versuche poe 
beobachtete negative Phase der Depolarisation, d. h. die Abnahme des 1932 
% Depolarisationswinkels gegeniiber dem Ausgangswert, ausnahmslos — { 
zu erhalten ist, wenn die Konzentration des Fibrinogens geniigend Ade 
klein gewahlt wird. pa 
2. Im Bereiche niedriger Fibrinogenkonzentrationen nimmt die H.S 
Gesamtdepolarisation der Lésung mit steigender Konzentration ab, u. 
oberhalb eines gewissen Wertes zeigt sie dagegen die entgegengesetzt: < 


Abhangigkeit von der Konzentration. 

3. Der Konzentrationsbereich, in welchem wahrend der Gerinnung 
des Fibrinogens eine negative Phase der Depolarisation erhalten wird, 
scheint ungefahr mit demjenigen Konzentrationsbereich zusammen. 
zufallen, in welchem die Depolarisation der Fibrinogenlésung mit stei- 
gender Konzentration abnimmt. 

4. Die bei der Gerinnung von Fibrinogenlésungen verschiedenet 
Konzentration erreichten Minima der Depolarisation sind innerhalb de: 
Fehlergrenzen unabhangig von der Konzentration der Lésungen. De 
Minimalwert zeigt eine auffallige Ubereinstimmung mit dem Minimum 
der Depolarisation, das sich ergibt, wenn die Depolarisation an nicht 
gerinnenden Fibrinogenlésungen als Funktion der Konzentration auf 
genommen wird. 

5. MaBgebend fiir den Wiederanstieg der Depolarisation nach Durcli- 
laufen des Minimums scheint die Erreichung eines Mindestwertes der Trii- 
bung zu sein, Dies gilt sowohl fiir die durch die Gerinnung wie auch fiir dic 

F durch Konzentrationsanderungen bewirkten Depolarisationsanderunge: 

6. Die Erscheinung der negativen Phase der Depolarisation ist 
keine spezifische Eigenschaft der Thrombingerinnung, sondern sie findet 
sich in gleicher Weise bei einer gréBeren Anzahl anderer dispersitits- 
verringernder und schlieBlich zur Flockung des Fibrinogens fiihrender 
Eingriffe. DaB es sich hier offenbar um eine ganz allgemeine Erscheinung 
handelt, geht daraus hervor, daB die negative Phase auch bei der Disper- 
sitatsabnahme einer alkoholischen Mastixlésung auftritt. 

7. Es wird ganz allgemein die Bedeutung der hohen Eigendepolari- 
sation des Wassers fiir das Zustandekommen der bei Eiweiblésungen 
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beobachteten Depolarisationserscheinungen erértert und darauf_ hin- 
vewiesen, daB hier eine Fehlerquelle vorliegt, die bisher nicht geniigend 
beriicksichtigt wurde und gréBte Vorsicht bei allen theoretischen SchluBb- 
folgerungen aus derartigen Messungen notwendig macht. 
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Uber den Einflu8 yon Thyroxin auf den Phosphatasegehalt im 
Kaninchenserum, unter Beriicksichtigung von Beobachtungen 
an Kranken mit Hyperfunktion der Schilddriise. 


Von 
K. Pelezar und St. Murza-Murziez. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie der Stefan 
Batory-Universitat und dem Institut fiir Krebsforschung in Wilno.) 


(Eingegangen am 16. Juni 1937.) 


Die Untersuchungen der letzten Jahre, besonders die von Kay, 
Robison, Roberts, Hunter, Bodansky und Jaffe, King, Roche u. a. haben 
bewiesen, daB die Phosphatasen des Blutes bei verschiedenen Krank. 
heitszustanden weitgehenden Schwankungen unterworfen sind. 


In unseren friiheren Untersuchungen iiber den Phosphatasegehalt 
bei Menschen mit bésartigen Neubildungen, sowie bei an verschiedenen 
Stoffwechsel- und Hautkrankheiten leidenden Patienten konnten wir in 
manchen Fallen eine Erhéhung der Phosphatasewerte im Blute beobachten, 
besonders bei osteolytischen Knochenmetastasen und Leberneubildungen, 
auch in den Fallen, die nicht mit einem Icterus verbunden waren, sowie bei 
myeloischer Leukimie, auBerdem in einigen Fallen von Schilddriisen- 
erkrankungen. Wir hatten weiterhin I2 Falle von Schilddriisenerkrankungen, 
darunter 5 mit einer bésartigen Wucherung und 4 Faille Morbus Basedow 
mit Exophtalmus untersucht. Leider wurde aber in diesen Fallen nicht 
der Grundumsatz festgestellt. ; 

Die Beobachtungen iiber Erhéhung der Blutphosphatasewerte bei 
Hyperfunktion der Schilddriise sind nicht ganz neu. Schon Kay beobachtete 
im Jahre 1930 Steigerung der Phosphatasemengen bei einem Teile der mit 
Exophtalmus einhergehenden Strumafille. In letzter Zeit untersuchite 
Bowman den Glycerophosphatasegehalt in King- und Armstrongschen 
Einheiten, wobei er gleichzeitig den Grundumsatz bei den untersuchten 
Normalen und Krebskranken angab. Man kann jedoch in den Untersuchungen 
von Bowman keinen Beweis fiir eine Abhingigkeit des Phosphatasegehalts 
des Serums von einer Steigerung des Grundumsatzes finden. Steigerung 
des Grundumsatzes um 50°, in einem der untersuchten Faille ergab keine 
{ parallele Erhéhung der Glycerophosphatasewerte. Andererseits sind wns 
Falle von bdésartigen Neubildungen, besonders in Knochen, bekannt, in 
denen oftmals eine recht betrachtliche Steigerung der Glycerophosphatase- 
werte zustande kommt, wobei man weder von einer Hyperfunktion det 
Schilddriise noch von einer Erhéhung des Grundumsatzes sprechen kann. 

In experimentellen Untersuchungen nach Thyroxininjektionen bei 
Hunden stellten Scoz und Marangoni zeitweise Steigerung der Phosphatasen 
im Blute fest. Folley und Wigth verabreichten an Milchkiihe 15 Tage lang 
taglich 10mg Thyroxin, was eine Steigerung der Serumphosphatasen um 
12°, im Verhaltnis zu den nicht mit Thyroxin behandelten Kontrolltieren 
bewirkte. Die Steigerung des Phosphatasegehalts im Blute ging hier mit 
einer Verminderung des Phosphatasegehalts in der Milch um 40 und 75 
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einher. Nach Unterbrechung der Injektionsbehandlung stellten sich die 


normalen Verhaltnisse wieder ein. 

Was den EinfluB8 von Thyroxin auf den Phosphatasegehalt der Organe 
anlangt, so stellten Low, Wilson und Aub bei experimenteller Thyreotoxikose 
eine Abnahme der Phosphatasewerte in den Knochen und den Nieren fest; 
der Enzymgehalt der Knochen bliceb unverindert. Im Gegensatz hierzu 
wobachteten Scoz und Marangoni, daB Thyroxinfiitterung bei Ratten 
den Phosphatasegehalt der Knochen steigert. 

Unsere Untersuchungen wurden im Winter an Kaninchen ver- 
schiedenen Geschlechts durchgefiihrt, welche mit Trockenfutter und 
Zuckerriiben genaihrt wurden. Wir beobachteten das Verhalten der 
Plasma- bzw. Serumphosphatase in verschiedenen Perioden wahrend 
und nach verschieden groBer Thyroxinverabreichung. Hierzu wurden 
den Kaninchen mehrmals Blutproben direkt aus dem Herzen ent- 
nommen. Vorher wurde in zahlreichen Untersuchungen festgestellt, 
daB 6ftere Blutentnahme in einstiindigen und kiirzeren Abstanden 
sowie nach 24 Stunden keinen Einflu8 auf den Gehalt an Phosphatasen 
hat. Die Phosphatasewerte im Serum der einzelnen Kaninchen sind 
individuell verschieden, schwanken aber beim einzelnen Versuchstier 
unter gleichen Versuchsbedingungen nur in den Grenzen der Versuchs- 
fehler (Tabelle I). 

Tabelle Il. Blutphosphatase von Kaninchen bei wiederholter 
Entnahme in Pmg-Einheiten nach Aay. 


Kaninchen Nr. 43. 





10. TV. 18245’ 10. 1V. 19815" 10. 1V. 20! 
10. 1V. 1g8g9’ 15’ nach der = 45’ nach der | 1,5h nach der 
aoe 1. Blut- 1. Blut- 1. Blut- 

entnahme entnahme entnahme 


Zeit der Blutentnahme 
(10 ecm) 


Pin leem Serum.... 0,030 0,030 0,030 0,030 
Glycerophosphatase 0.055 0,058 0,060 0,053 
Adenylophosphatase .. . 0,060 0,055 0,053 0,055 
Guanylophosphatase .. . 0,090 0,087 0,100 0,085 


Kaninchen Nr. 44. 





16.1V. 72 16.1V. 198 90. 1V. 198 ati. 19h 


Zeit der Blutentnahme | 15.1V. 192 12h nach 24h nach 5 Tage nach 6 Tage nach 
| der 1. Blut- der 1. Blut- der 1.Blut- der 1. Blut- 


entnahme entnahme = entnahme = entnahme 


P in Lleem Serum 0,038 0,037 0,036 0,035 0,036 
Glycerophosphatase .. . 0,087 0,071 0,079 0,105 0,100 
Adenylophosphatase .. . 0,085 0,077 0,076 0,100 0,104 
Guanylophosphatase . . . 0,122 0,133 0,119 0,152 0,140 


Wir beriicksichtigten auBer dem Gehalt an Glycerophosphatase 
auch den an Adenylo- und Guanylophosphatase. Die Bestimmung der 
In 


Guanylophosphatase wurde zum erstenmal von uns ausgefiihrt. 
14* 
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der einschlagigen Literatur fanden wir keine Angaben iiber Adeny| 
und Guanylophosphatase im Serum. Unsere an Menschen und Tiere 
durchgefiihrten Untersuchungen bestatigten die véllige Unabhanvyiv. 
keit der erwahnten Phosphatasen voneinander und ihre Sonderstellung 
sowohl in normalen wie auch pathologischen Zustinden. Ein Unter 
schied besteht nur in der py-Abhangigkeit: Wahrend das Optimum 
fiir die Glycerophosphatase py 8,8 bis 9,0 betragt, weisen Adenylo 
und Guanylophosphatasen die gréBte Aktivitat bei einem py von iiber 
9,2 bis 9,5 auf. 

An 12 untersuchten Fallen einer Schilddriisenerkrankung konnte 
festgestellt werden, das der Phosphatasegehalt des Serums bei Hyper- 
funktion der Thyreoidea in manchen Fallen erhéht ist (Tabelle 11). 

Unter den drei untersuchten Phosphatasen weisen die Glycero. 
phosphatasen die gréBten Verainderungen auf, bei denen wir Erhéhungen 
von 50 bis 150% gegeniiber gesunden Individuen feststellen konnten. 
Die Steigerung der Adenylophosphatase betragt 25 bis 100%; niclit 
die geringste Steigerung weist die Guanylophosphatase auf. 

Unter Beriicksichtigung dieser Ergebnisse bei Schilddriisen- 
hyperfunktion haben wir den experimentellen EinfluB von Thyroxin 
auf den Phosphatasegehalt des Kaninchenserums gepriift. Der Phos 


Tabelle I. Gehalt der Blutphosphatasen bei den 
Thyreoidenkranken. 





Pin mg 
y Glycero- Adenylo- Guanylo- in 1 ecm Bemet 
Datum Diagnose Serum kunger 


phosphatase in P mg-Einheiten 


Mordk. Struma 0,153 0,149 0,054 | 0,033 || 

maligna . 
Gorfg. Dasselbe 0,184 0,191 0,246 | 0,025 | 
Szwyr. 0,331 | 0,396 0,267 0,080 | 
Gilin. 0,230 0,183 | 0,131 | 0,026 Réntgen- 
Gilin. 0,150 0,203 0,119 0,034 | f behandlung 
W6j., H. 0,278 | 0,188 0,288 | 0,032 
Wo6j..W. Struma 0,111 | 0,184 | 0,153 | 0,033 

circumscr. 

nodosa 
Sidr. 0,200 0,191 0.159 0,033 
Golds. Morbus 0,177 | 0,332 | 0,130 | 0,026 

Basedowii 
Futerf. Dasselbe 0,507 0,245 0,216 0,033 | 
Futerf. : 0,313 0,123 0,063 0,033 Ronigen- 
Futerf. 0,336 0,104 0,074 . 0,03 
Meln. . 0.380 0,200 0,320 0,030 
Meln. 0,200 0,030 Tyronorm 
Lew. Struma 0,282 0,282 0,398 0,030 

nodosa 
Bek. Morbus 0.354 = 0,451 0,636 | 0,030 

Basedowii 
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Gesunde Individuen 





Natrium- p 
Glycero- Adenylsiure Guanylsdure 
phosphatase 


in mg 
in Leem Serum 


0,250 0,032 
0,168 0,032 
0.110 0.126 0,030 
0.210 . 0,030 
0,210 0,231 0.033 
0,250 0155 0,105 0,035 
0,124 0.200 0,110 0.026 
0,147 0,033 
0,248 0.032 
0,270 0,030 
0,170 0,098 0,023 0,030 
0,106 0.047 0.040 
O171 0,090 . 0.033 
0,180 0,177 0,164 0.030 
0.157 0,059 0,133 0.029 
0152 0,062 0,218 0,026 
0,127 0,225 0,126 0 024 
0 153 0,067 0,126 0,030 
0,134 0.138 - 0.026 
0,207 0,132 0.087 0.026 
0,257 0.146 0,122 0,033 
0,127 0,090 0.145 0,033 
0,129 0,098 0,122 0,033 
0,132 0,118 0,120 0,030 
0,148 0,248 0,220 0,030 


> Ole CO 


~l 


0,175 * 0,137* 0.124 * 
* Die Werte sind als Phosphataseecinheiten in P mg nach der Inkubationsmethode 
von Kay zu betrachten, 


phatasegehalt wurde vor der Eingabe und 24 und 48 Stunden sowie 
8 Tage nach der intravenésen Eingabe von 1,5 mg Thyroxin und 5 Tage 
nach Injektion von 5,5 mg Thyroxin bestimmt. — Es wurden innerhalb 
von 3 Tagen 1,5, 2,0 und 2,0 mg Thyroxin tiaglich verabreicht 
(Tabelle IIT). 

Zusammenfassend ist festzustellen, daf beim Kaninchen stetig 
verabreichtes Thyroxin (1 bis 3 mg je kg Kérpergewicht) vor allem 
eine Steigerung der Adenylophosphatase bewirkt, was sowohl nach 
einmaliger als auch langerer Applikation ersichtlich ist. Die Grobe 
der Steigerung ist hier proportional der Thyroxinmenge; nach Ein- 
stellung der Thyroxinbehandlung fallen die Werte fiir Adenylophospha- 
tase unter die Norm. Die Empfindlichkeit verschiedener Tiere ist ver- 
schieden und nur teilweise von ihrem Kérpergewicht abhangig. Tiere, 
bei denen die Anfangswerte fiir die Adenylophosphatase hoch sind, 
reagieren in geringerem Grade als Tiere mit niedrigen Werten. Es ist 
méglich, daB es sich hier um Hyperfunktionszustande mit einem mobili- 
sierten Regulationsmechanismus handelt. 





K. Pelezar u. St. Murza-Murzicz: 


Tabelle III. 


(Werte in'P mg.) 





Nr. und 
Geschlecht 24h 48h 5 Tage 8 Tag 


: des 15mg 15mg 55mg Lime 
ersuchs- Thyroxin = Thyroxin Thyroxin rhyrex 
tleres : 


Gewicht L800 1750 1725 
298 | P in 1 cem 0,030 0,035 0,042 
ie Na gl. ] 0,41 0,047 0,083 
. | / 0,169 0,200 O91 

O.164 0,331 0,378 


Gewicht 2100 2020 PO0D 
P in Leem 0,032 0,038 0,040 
Na gl. ph 0,101 0,198 0.177 
0,239 0,307 0,651 
0.102 0,178 0,338 


Gewicht 1600 > 1600 
P in leem 0.030 0.035 
Na gl. ph 0,060 0,095 
» Otte 0.414 

0,032 0,185 


Gewicht 1800 1775 
P in leem 0,035 0,040 
Na gl. ph 0,108 0,080 
Ads. . 0,126 0,566 
Guan. 0,253 0,176 


1550 1540 
0,035 0,036 
0.080 (205 
0,118 0,510 
0,129 0,170 


Gewicht 1850 1765 
P in 1 eem 0,035 0,033 
Na gl. ph 0,111 0,067 
0,276 0,217 
0,178 0,185 


Gewicht . 1900 1780} 1720 
P in 1 eem 0,034 0,033 | 0,030 
Na gl. ph 0,071 0,129 0,170 
0,348 0.344 0.195 
0.155 O18) | 0,183 


Gewicht .. . 2250 2200 2100 

335, P in 1 cem 0,033 0,033 | 0,033 
asi Na gl. ph 0,079 0,161 
c | 0,315 0,211 
0,183 O157 0,279 
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Die verhiltnismaBig geringste Steigerung weist die Guanylo- 


phosphatase auf, obwohl auch sie oft bis zu 100 erhéht wird. Sie 
zeizt anfangs eine gewisse Ubereinstimmung mit der Adenylophospha- 
tase, némlich eine, wenn auch geringere Steigerung. Nach langerer 
Thyroxineingabe tritt jedoch gine gewisse Parallele zu der Glycero- 
phosphatase auf. 

Die Steigerung der Glycerophosphatase wahrend der Thyroxin- 
verabreichung ist recht unbedeutend und wird erst nach gréberen 
Dosen und in den spateren Stadien deutlich: sie ist von den individuellen 
Bedingungen der Versuchstiere abhangig. 

Die Differenzen in den Phosphatasewerten bei den Strumafallen 
lassen sich nunmehr verstehen als Ausdruck der verschiedenen auf- 
einander folgenden Zustiinde wahrend des Verlaufs der Hyperfunktion 
der Schilddriise : 


Bei Hyperfunktion, Thyreotoxikose mit SchweiBausbriichen und Tremor 
ist die Glycerophosphatase im allgemeinen in den Anfangssstadien nicht 
erhéht, die Steigerung betrifft dagegen die Adenylsiurephosphatase. 
Charakteristisch ist der Fall Nr. 8 (Tabelle II). Falle mit Exophtalmus, 
aber ohne andere St6rungen, wie Fall Nr. 9, kennzeichnen sich durch starke 
Erhéhung der Glycerophosphatase. Der letzte Fall zeigt bei Réntgen- 
bestrahlung wahrend der Bestrahlungsperiode Sturz der Glycerophosphatase 
und sehr bedeutende Abnahme der Guanylophosphatase. Einer Vermin- 
derung unterliegt ebenso recht deutlich die Adenylphosphatase. Fall 10 
mit einem Glycerophosphatasegehalt von 0,380 mit Exophtalmus mittleren 
Grades und nervésen Stérungen wurde nicht mit Réntgenstrahlen be- 
handelt, die Kranke erhielt nur wahrend eines Monats Tyronorman. Leider 
konnten wir hier nur die Glycerophosphatase bestimmen, die bis zu 0,200 
absank. Fall 4 betraf eine alte Person mit Struma nodosa maligna mit 
Phosphataseanstieg, bei weleher nach Réntgenbehandlung Glycerophospha- 
taseabnahme und Adenylophosphataseanstieg. eintrat. 
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Untersuchungen iiber die Starke. 
V. Mitteilung: 
Beitrag zur Phosphorsaurefrage in der Kartoffelstirke. 
Von 
A. Tychowski und S8. Masior. 
(Aus dem Institut fiir Landwirtschaftliche Technologie der Polytechnisc|ie:, 
Hochschule Lw6w, Dublany bei Lwoéw, Polen.) 


(Eingegangen am 19. Juni 1937.) 


Hinsichtlich der Bindung der Phosphorsaure in der Starke bestehen 
verschiedene Auffassungen : VW. Samec (1), J. Northrop und J. M. Nelson (2 
und Th. Posternak (3) nehmen an, daB der gr6Bte Teil der Phosphorsaure 
organisch als Amylophosphorsaéure gebunden in der Starke vorkommt. 
M. Schoen (4) und J. Janicki (5) sind dagegen der Meinung, dal} di 
Phosphorsaure der Starke vor allem durch Adsorption gebunden ist. 
M. Schoen nimmt eine spezifische Adsorption an, wahrend nach J. Janicki 
kolloidale Phosphate durch Adsorption mit der Starke gebunden sein 
sollen. Ein kleinerer Teil der Phosphorséure soll dabei als organisch 
gebunden, in Form eines sehr widerstandsfahigen Esters in der Starke 
vorkommen. , 


Im Hinblick auf diese Fragestellung haben wir die Abspaltung 
der Phosphorsiure bei der Hydrolyse des Starkekleisters, namentlich 
beim Erhitzen des Kleisters unter Druck, naher untersucht, und zwar 
beim Erhitzen des reinen Starkekleisters sowie bei Zusatz von CaCQ,, 


Versuchsteil. 


_ Fiir die Untersuchungen wurde Kartoffelstérke von 17,81°, H,0, 
0,272 °,, Asche und 0,162 °, P,O,; in der Trockensubstanz benutzt. Beziiglich 
der Durchfiihrung der Untersuchungen mit CaCO,-Zusatz sei auf unsere 
friihere Mitteilung verwiesen (6). Die gebundene Phosphorsaéure wurde in 
den von CaCO, abzentrifugierten Lésungen bestimmt. Hierzu wurden 
75 ecm Lésung bis zur Trockne verdampft, der Riickstand in HNO, (1.4) 
gelést, die organische Substanz zersetzt und die Phosphorsaéure nach dem 
von uns modifizierten (7) Verfahren von Lorenz bestimmt. Um die Abspaltung 
der Phosphorséure in Gegenwart von Pufferlésungen zu verfolgen, wurden 
statt Wasser n/10 Natriumcitrat + n/10 HCl bzw. n/10 NaOH fiir die Ver- 
kleisterung benutzt. Nach dem Erhitzen der Probe (10 Stunden) verblie! 
diese tiber Nacht im Autoklaven; dann wurden der Lésung zur Abscheidung 
der anorganischen Phosphorséure 3 g CaCO, auf 5g Starke zugesetzt und 
1 bzw. 2 Stunden bei 120° erhitzt. Nach dem Abkiihlen der Probe und Er- 
ginzen auf das urspriingliche Volumen wurde in der abzentrifugierten, 
klaren Lésung die Phosphorséure bestimmt. Wir haben festgestellt, da) 
bei KH, PO, halbstiindiges Erhitzen bei 120° mit CaCO, geniigt, um die 
ganze Phosphorsaéure als Ca, (PO,), abzuscheiden. 
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Die Bestandigkeit der Amylophosphorsaure beim Erhitzen des Starke- 
kleisters auf 130 bis 160° bei Anwesenheit von CaCO, zeigen die Versuche 
der Tabelle I. 

Tabelle I. 





Ricca Erhitzungs- 205 bezogen Rss peroen gut ie 
Zusammensetzung der Probe temperatur auf Stirke Menge in der Stirke 
oC Oy 0), 
Starke + 100 ccm Wasser 
3g CaCO, 0,123 
jg Starke + 100 cem Wasser 
3g CaCO, 140 0,123 
g Starke + 100 ccm Wasser 
~3g CaCO, 150 0,136 
g Starke + 100 cem Wasser 
3g CaCO, 155 Spuren 
Starke + 100cem Wasser 
3g CaCO, 160 ‘i 
Ferner wurden die Dextrine, die aus den mit CaCO, 10 Stunden lang 
auf 150 und 155° erhitzten Starkelésungen mit Alkohol abgeschieden worden 
waren, auf ihren P,O,-Gehalt untersucht. Das Dextrin, erhalten aus der bei 
150° erhitzten Starkelésung, hatte einen Gehalt von 0,090°,, P,O,, wahrend 
das aus der bei 155° erhitzten Starkelésung erhaitene nur Spuren von 
P,O, zeigte. 
Um zu priifen, ob CaCO, die freigesetzte anorganische Phosphor- 
siure vollstandig bindet, sowie zur Nachpriifung der Ergebnisse von 
Samec (8), haben wir die folgenden Versuche durchgefiihrt: 


I. 12 ¢ Starke + 400 cem Wasser wurden 10 Stunden bei 120° erhitzt, 
nach dem Abkiihlen 12 g CaCO, zugesetzt, nochmals '/, Stunde bei 120° 
erhitzt und sodann abzentrifugiert. Aus der klaren Lésung wurde das 
Dextrin mit Alkohol abgeschieden. Die Untersuchung des Dextrins ergab 
0,009°, P,O; in der Trockensubstanz. Il. 10g Starke + 3g CaCO, 
+100ecem Wasser wurden 1!/, Stunden bei 160° erhitzt. Nach dem Ab- 
kiihlen wurde auf 150 cem erginzt und abzentrifugiert. Die Bestimmung 
ergab 0,143°, P,O;, d.h. 88,20°, P,O; in der Lésung, bezogen auf den 
urspriinglichen P,O,;-Gehalt in der Starke. 

Zur Untersuchung, in welcher Weise die Verseifung der Amylo- 
phosphorséure bei fast neutraler Reaktion verliuft, wurden Versuche 


mit Pufferlésungen (Tabelle Il) durchgefiihrt. 


Tabelle II. Zusammensetzung der Versuche: 25g Starke + 500 cem 
Pufferlésung. 





mobs ' P.O; bezogen 
Erhitzungs- PH Erhitzungs- P.O; bezogen anf die urspriing- 
temperatur der Pufferlésung dauer mit CaCQ3 auf Starke liche P. O;-Menge 

oC (vor der Hydrolyse) Std. 0/5 0/, 

150 6,6 * 0,067 41,3 

155 6,8 0,043 26,0 

160 6,5 é 0,040 | 24,7 


* pR nach der Hydrolyse (vor dem Ca C O3-Zusatz) 5,5. 





A. Tychowski u. 8. Masior. 


Versuchsergebnisse. 


Wie schon friiher mitgeteilt wurde (6), muff man die Zunathiny 
der Aziditat beim Erhitzen des Stairkekleisters sowie die dabei statt. 


findende Hydrolyse der Starke der durch die Verseifung entstehendey 


freien Phosphorsiure zuschreiben. .W.Samec (8) hat festgestellt. da 
zehnstiindiges Erhitzen des Starkekleisters auf 120° eine fast voll. 


standige Verseifung der Amylophosphorsiure bewirkt, was auch unsere 


Versuche im groben ganzen bestitigt haben. Dagegen steht diese 
Entstehung freier H,PO, in stark erhitzten Starkelésungen nicht in 
EKinklang mit den Annahmen von WW. Schoen und J. Janicki. 

Das Erhitzen des Starkekleisters mit CaCO, unter Druck bewirk: 
die Bildung des Ca-Salzes der Amylophosphorsaure (Tabelle I). Dieses 
zeigt eine groBere Widerstandsfaihigkeit gegen hohe Temperatur als die 
Amylophosphorsiure der urspriinglichen Starke. Seine Verseifun 


erfolgt erst bei 155° und noch kaum bei zehnstiindigem Erhitzen aut 
150°. Durch Untersuchung des Verseifungsverlaufs der Amylophosphor- 
siure in Gegenwart von Pufferlésungen (py = 6,5 bis 6,9) haben wir 
festgestellt, daB fiir die héhere Bestandigkeit bei CaCO,-Zusatz nich 
die dadurch hervorgerufene neutrale bzw. schwach alkalische Reaktion 
mafgebend ist, sondern das CaCO, in spezifischer Weise wirkt, indew 


es zur Bildung des Ca-Salzes kommt, das eine scharfe Verseifungs. 
temperatur aufweist. Beim Erhitzen des Starkekleisters in Gegenwart 
von Puffern verlauft die Verseifung stufenweise in ziemlich breiten 
Temperaturgrenzen (bei 150° 41,3° an organisch gebundenem P,0., 
bei 155° 26,4 % und bei 160° 24,7 % P,O;). 
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(‘ber die chemische Zusammensetzung der Kartoffeloxydase. 
Von 
Fritz Kubowitz. 
Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 2. Juli 1937.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Kartoffeln enthalten ein lésliches Oxydationsferment, das Phenole, 
zum Beispiel Brenzcatechin, oxydiert. Das erste Oxydationsprodukt 
ist Orthochinon. Es wird von dem Ferment weiter oxydiert, oder, 
bei Gegenwart von reduzierenden Substanzen, zu Brenzcatechin 
zuriickreduziert. Mit Kartoffeloxydase + Brenzcatechin kann man 
also Sauerstoff auf reduzierende Substanzen katalytisch iibertragen. 

In der Natur vorkommende, mit Orthochinon schnell reagierende 
reduzierende Substanzen sind die Dihydroformen! der Pyridin- 
Nucleotide. Alle dehydrierenden Fermente also, deren Wirkungs- 
gruppen Pyridin-Nucleotide sind, werden durch Kartoffeloxydase 
- Brenzeatechin ebenso zu einem katalytischen System erganzt, wie 
durch das gelbe Oxydationsferment. 

Anders als das gelbe Oxydationsferment wird das Oxydations- 
ferment der Kartoffeln durch Blausdure?, durch Schwefelwasserstoff* 
und durch Kohlenoxyd‘ inaktiviert. Verbrennt man mit Kartoffel- 
oxydase + Brenzcatechin -+ dehydrierenden Fermenten zum _ Beispiel 
Robison-Ester, so hat man eine Kette von Oxydationsvorgangen, die, 
wie die Zellatmung, durch Blauséure, durch Schwefelwasserstoff und 
durch Kohlenoxyd gehemmt worden. Das System unterscheidet sich 
von dem katalytischen System der Zellatmung dadurch, dab die 
Kohlenoxydhemmung nicht lichtempfindlich ist. 

Die Literatur tiber die Kartoffeloxydase, jedoch nichts iiber ihre 
chemische Zusammensetzung, findet man in Arbeiten von H. S. Raper 4, 
von W. Francke®, von H. Sutter®. Kartoffeloxydase, Phenoloxydase, 
Polyphenoloxydase, Polyphenolase, Laccase, Catecholoxydase sind 
Namen, die dem Ferment im Laufe der Zeiten beigelegt worden sind. 

Ich habe auf Vorschlag von Herrn Otto Warburg versucht, das 
Ferment zu isolieren. Adsorptionsmethoden vermied ich dabei, be- 


1 Vgl. Kapitel I dieser Arbeit. — ? Kastle u. Loevenhart, Amer. Chem. J. 

26, 539, 1901. — * D. Keilin, Proc. Roy. Soc. B 104, 226, 1928. — 4 H.S. 

Raper, Ergebnisse der Enzymforschung 1, 270, 1932. — ° W. Francke, 

v. Euler, Chemie der Enzyme I1/3, 8. 383, 1934 (Verlag v. J. F. Bergmann, 

Miinchen). — ° H. Sutter, Ergebnisse der Enzymforschung 5, 273, 1936. 
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nutzte vielmehr Methoden, die sich bei der Isolierung des gelben er. 

ments und der Proteinteile der dehydrierenden Fermente bew lit 

haben: Fallung mit organischen Lésungsmitteln, Fallung mit Ammon. 

sulfat, Fallung mit Metallsalzen, Hitzedenaturierung von Begleit. 

proteinen usw. die | 
Mein Ergebnis ist, daB die Kartoffeloxydase eine Kupfer-Protein. Wir 

verbindung ist. Das Kupfer kann nicht durch Dialyse, aber dure) 

Behandeln mit Sauren von dem Protein getrennt werden. und 
Bestimmt man in Fermentpraparaten verschiedener spezifischer Neg 

Wirksamkeit den Kupfergehalt und trigt den Kupfergehalt gegen dic kul 

spezifische Wirksamkeit auf, so erhalt man eine nahezu gerade Linie Stu 

(Abb. 1). Dies bedeutet, daB in den ver. Ort 

schiedenen Fermentpraparaten die gleiche das 

Menge Kupfer immer die gleiche Menge Hey 

Sauerstoff in der Zeiteinheit iibertrigt. 

Den Quotienten Aus 
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finde ich unter den Bedingungen meines 


50 100 750 200 250 300 350 400 450500 |+='Tests nahezu gleich 880. 
Spezifische Wirksamkeit W des ferments Zz ' Kupferi ' 
<e stTelrower 1e 

Abb. 1. Spezifische Wirksamkeit und MGUSORte DMECOeTIaIN Seeegern di 


Kupfergehalt der Kartoffeloxydase. Fermentwirksamkeit nicht und wirken 
ohne Ferment ‘nicht katalytisch. 

Der Kupfergehalt meines spezifisch wirksamsten Fermentpraparats 
war (0,165 %. Fiir Hamocyanin werden Kupfergehalte bis zu 0,34°, ange 
geben!, Nimmt man aus Analogiegriinden an, daB der Kupfergehalt 
der Kartoffeloxydase ebenso gro® ist, so ist der Reinheitsgrad meines 


reinsten Fermentpraparats etwa 0,5. 





Der isoelektrische Punkt des Ferments, nach Hugo Theorell be- 
stimmt, wurde in der Nahe von py 5,4 gefunden. 
Der Stickstoffgehalt meines bisher reinsten Fermentpraparats 
betrug etwa 15%. 
I. Der Test. 


Da das Ferment Brenzcatechin schnell oxydiert, so scheint es 
zunachst am einfachsten, in der manometrischen Versuchsanordnung 
Brenzcatechin zu einer Fermentlésung zu geben und den Sauerstoff- 
verbrauch zu messen. Zur quantitativen Bestimmung des Ferments ist 
dieses Verfahren ungeeignet, da das entstehende Orthochinon durch 


1 Martin Henze, Zeitschr. f. physiol. Chem. 83, 370, 1901; A.C. Redfield, 
Th. Coolidge u. M.A. Shotts, J. of biol. Chem. 76, 194, 1928. 
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Uber die chemische Zusammensetzung der Kartoffeloxydase. 


Schidigung des Ferments ein schnelles Absinken der Oxydations- 
geschwindigkeit bewirkt. J.D.Guthrie! sowie <A. Szent-Gyérgyi und 
K. Vietorisz® schlagen deshalb vor, Substanzen zuzusetzen, die das 
Orthochinon, wenn es entstanden ist, wieder reduzieren. Dann kann 
die Chinonkonzentration so niedrig gehalten werden, daB die schadigende 
Wirkung des Chinons unwesentlich ist. 

Als Reduktionsmittel benutze ich Hexosemonophosphorsaure 
und ihre spezifische Dehydrase, Triphospho-Pyridin-Nucleotid und 
Negeleins ,,Zwischenferment’. In meinem Test oxydiert also der mole- 
kulare Sauerstoff die reduzierte Stufe des Ferments; die oxydierte 
Stufe des Ferments oxydiert das Brenzcatechin zu Orthochinon; das 
Orthochinon oxydiert das Dihydropyridin des Nucleotids zu Pyridin; 
das Pyridin des Nucleotids, gebunden an sein Protein, oxydiert die 
Hexosemonophosphorsaure zu Phosphohexonsaure. 

Mit rohem Kartoffelextrakt erhalt man dabei, bei 25°, folgende 
Ausschlage : 





GefaB I Gefab II Gefab III Gefi6b IV 
Hauptraum: 2cem m/10 Phosphatlisung, 
IH 7,4 
0,l1mg Zwischenferment in 
0,5cem Wasser 
0.l1mg Triphospho-Pyridin- | 


nucleotid in 0,1 eem Wasser 
0,.2cem ,Ausgangsextrakt* 
aus Kartoffeln 
0,2cem Wasser 0,2ccm Wasser | 0,2 ccm einer 
0,26 mol. Lisung 
von hexose- q 
monophosphor- | 
saurem Kalium 


0,lcem Wasser 0,02 mg 0,1 cem Wasser 0,02 mg 
Brenzcatechin Brenzeatechin 
in 0.leem in 0,1 eem 
Wasser Wasser 


Einsatz: 0,2cem 5°/5 KOH —_ —_ 
Gasraum : Luft —_> — 


Verbraucht 


c ). emm O emm 0, emm 0); 
nach mm 0; 2 2 3 


5 Min. 0 ,D 16 
10 0 3,¢ 28,5 
20 1 »D 48 


Ohne Brenzcatechin und ohne Hexosemonophosphat ist das System 
reaktionslos. Mit Brenzcatechin, aber ohne Hexosemonophosphat, 
hat man nur die Eigenoxydation des Brenzcatechins (4 cmm Sauerstoff 
wiren 1 Mol). Mit Hexosemonophosphat, aber ohne Brenzcatechin, 
hat man eine geringe Oxydation, die von der katalytischen Wirkung 
des im rohen Kartoffelextrakt enthaltenen Polyphenols herriihrt. Mit 
Hexosemonophosphat und mit Brenzcatechin hat man den Test- 


1 J. D. Guthrie, J. Amer. Chem. Soc. 52, 3616, 1930. — ? A. Szent- 
Gyorgyi u. K. Vietorisz, diese Zeitschr. 233, 236, 1931. 
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ausschlag, der mit der Zeit langsam abfallt. Zur Auswertung der Ferment. 

lésungen benutzt man nur den Ausschlag der ersten 10 Minuten. 
Andert man unter den Bedingungen des Tests die Fermentkonzen. 

tration, so sind die Ausschlage der Fermentkonzentration proportional! 





Tertennie | 0,1 eem 0,2 ccm . 0,1 ecm 0,2 cem 
ar og it | Fermentlisung Fermentlisung — Fermentlisung | Fermentlisuyg 
|} emm Op» emm O» emm Oo» emm ( 


5 Min. 6,5 13 30 Min. 28 54,5 
0°. 13 25,5 wo 5 39 78,5 
| 21 41,5 


Als ,,spezifische Wirksamkeit“’ W des Ferments definiere ich die 
cmm Sauerstoff, die (in den ersten 10 Minuten) pro Minute durch | mg 
Fermenttrockensubstanz iibertragen werden: 


emm O, 


mg Ferment - Minuten 


Unter den Bedingungen des Tests andert sich die Oxydations. 
geschwindigkeit nicht, wenn man mit dem Sauerstoffdruck auf die 
Halfte herunter- oder auf das Fiinffache hinaufgeht. Bei der Test- 
reaktion liegt also das Ferment wesentlich in der oxydierten Stufe vor. - 
Durch Erhéhung der Konzentration des Brenzcatechins und der anderen 
ReaktionsteiInehmer kann man die Geschwindigkeit der Oxydation 
steigern. — Andert man das py der Phosphatlésung im Test, so andert 
sich die Oxydationsgeschwindigkeit. Die gréBte Geschwindigkeit 
findet man bei px 7,0. Bei py 8,0 oder 6,1 sind die Geschwindigkeiten 
nur halb so groB wie bei py 7. — Der Wert der ,,spezifischen Wirksam- 
keit‘‘ W gilt also nur fiir die vorgeschriebenen Bedingungen des Tests 


Hemmung der Testreaktion. 


Sehr kleine Mengen Blausiure hemmen die Testreaktion. Was das 
Ma der Hemmung anbetrifft, die mit der Zeit zunimmt, so kommt es 
wahrscheinlich weniger auf die Konzentration, als auf die Menge der 
Blausaéure an. Kupfersalze, nicht aber Eisensalze, heben die Blausaure- 
hemmung auf. 

Sattigt man die Testlésung mit einem Gemisch von 90 Vol.-°,, 
Kohlenoxyd und 10 Vol.-° Sauerstoff, so ist die Oxydationsgeschwindig- 
keit nur halb so groB wie bei Sattigung mit 90 Vol.-% Argon und 
10 Vol.-%, Sauerstoff. 

Da Hexosemonophosphorsauredehydrase weder durch Blausaure 
noch durch Kohlenoxyd gehemmt wird, so riihren die Hemmungen 
der Testreaktion von einer Wirkung auf das sauerstoffiibertragende 
Ferment her. 
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Auch Salicylaldoxim oder Diathyldithiocarbaminsaure inaktivieren 

das sauerstoffiibertragende Ferment. Ebensowenig wie die Blausaure- 

wirkung kénnen diese Wirkungen durch Dialyse des Ferments gegen 

Wasser aufgehoben werden. Dagegen bringen Kupfersalze auch diese 
Hemmungen zum Verschwinden. 


II. Gewinnung des Ferments. 
Ausgangsmaterial und Ausgangsextrakt. 


..Gelbe*“* Kartoffeln werden mit Wasser gewaschen. Die Kernstiicke 
der Kartoffeln, die nur wenig Ferment enthalten, werden mit einem Messer 
herausgeschnitten und verworfen. Die Rindenteile mit den Schalen werden 
in einer Kartoffelreibmaschine zerrieben, der Brei wird mit eiskaltem Wasser 
600 eem Wasser zu Brei von 1,5 kg Rindenteilen) extrahiert, der Extrakt 
wird sofort durch Abnutschen von Starke und anderen festen Bestand- 
teilen befreit. Die Lésung ist braun, ihr py ist 6, ihre spezifische Wirk- 
samkeit W ist 0,4 bis 0,6. Von 1,5kg Rindenteilen erhaélt man etwa 
1,1 Liter .,Ausgangsextrakt*‘. 


Erste Fraktionierung mit Aceton. 


Der Extrakt wird bei 0° mit Aceton bis zu 40 Vol.-°% versetzt, 
der Niederschlag wird verworfen. Bei weiterem Zusatz von Aceton 


bis zu 55 Vol.-°%, fallt ein Niederschlag, der das Ferment enthalt. Der 


Niederschlag wird mit 1/,, des Extraktvolumens Wasser zu einer triiben 
Fliissigkeit gelést, die man bei 0° ohne Wirkungsverlust lingere Zeit 
aufbewahren kann. Spezifische Wirksamkeit W 3 bis 5. 


Erste Fraktionierung mit Ammonsulfat. 


Die Fliissigkeit wird durch Zentrifugieren bei 0° von einem un- 
wirksamen Niederschlag befreit. Dann wird bei 0° soviel gesattigte 
Ammonsulfatlésung zugesetzt, daB der Sattigungsgrad 0,42 ist. Der 
Niederschlag wird abzentrifugiert und verworfen. Die iiberstehende 
Fliissigkeit wird durch Zugabe von gesattigter Ammonsulfatlésung auf 
einen Sattigungsgrad von 0,68 gebracht. Der Niederschlag, der das 
Ferment enthalt, wird abzentrifugiert, in Wasser (1 Liter, wenn das 
Volumen des Ausgangsextrakts 50 Liter war) suspendiert und zwei Tage 
in Cellophanschlauchen bei 0° gegen flieBendes Wasser dialysiert. Der 
braune Niederschlag wird abzentrifugiert und verworfen. Die spezi- 
fische Wirksamkeit W der iiberstehenden Fliissigkeit ist 8 bis 13. 


Zweite Fraktionierung mit Aceton. 
1200 cem_  Fliissigkeit (aus 50 Litern Ausgangsextrakt) werden 
bei 0° mit Acetatpuffer auf py 5,4 eingestellt (die Pufferkonzentration 
ist etwa m/20). Dann wird soviel eiskaltes Aceton zugesetzt, da 
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die Lésung 34 Vol.-°%%, Aceton enthalt. Der Niederschlag, der die 
Hauptmenge des Ferments enthalt, wird sofort in 70 cem m/70 Phos. 
phatlésung py 7,4 gelést. (Durch weitere Zugabe von Aceton zur 
Mutterlauge der Acetonfallung bis zu 42 Vol.-° erhalt man eine weitere. 
aber unwirksamere Fermentfallung.) 


Erwarmen bet pu 7,4. 


Die Lésung des Ferments in Phosphat wird unter gutem Riihrey 
4 Minuten auf 59 bis 60° erwirmt, dann schnell in Eiswasser gekiih|t 
Ein Niederschlag von denaturiertem Eiwei8 wird bei 0° abzentrifugiert 
und mit einem dem Niederschlagsvolumen gleichen Volumen Wasser 
auf der hochtourigen Zentrifuge gewaschen. Das Waschwasser wird 
mit der Hauptmenge vereinigt. Spezifische Wirksamkeit W 20 bis 25. 


Erwdrmen bei px 9,7 mit Chloroform-Octanol. 


Zu 100 cem Lésung werden 19 cem Glycerin und 6 eem m/1 Glyko- 
kollpuffer py 10,7 hinzugefiigt. Das py der Lésung ist dann etwa 9,7. 
Nach Zusatz von 2 cem Chloroform und 0,2 cem Octanol wird 5 Minuten 
unter kraftigem Riihren auf 48 bis 49° erwarmt, sofort in Eiswasser 
gekiihlt und unter gutem Riihren bei 0° mit (3,6 ccm) zweifach normale: 
Essigséure auf py 5 angesdéuert. Der Niederschlag wird abzentrifugiert, 


mit einem dem Niederschlagsvolumen gleichen Volumen Wasser auf der 
Zentrifuge bei 0° gewaschen und verwo:fen. Das Waschwasser wird 
mit der ersten tiberstehenden Fliissigkeit vereinigt. Spezifische Wirk- 
samkeit W 35 bis 40. 


Da das Ferment in der Lésung, deren py 5 ist, wenig bestandig ist, 
wird der nachste Schritt sofort angeschlossen. 


Zweite Fraktionierung mit Ammonsulfat. 


100 cem der Lésung werden mit soviel gesattigter Ammonsulfat- 
lésung versetzt, daB der Sattigungsgrad 0,45 ist. Der Niederschlag 
wird bei 0° abzentrifugiert und verworfen. Zu der iiberstehenden 
Lésung wird gesattigte Ammonsulfatlésung zugesetzt, bis der Sattigungs- 
grad 0,75 ist. Der Niederschlag wird bei 0° abzentrifugiert und in 
45 ccm m/15 Na,HPO,-Lésung aufgelést. Die Lésung wird in 
Cellophanschlauchen 48 Stunden bei 0° gegen Wasser dialysiert 
wobei ein Niederschlag ausfallt, der verworfen wird. Spezifische 
Wirksamkeit W 100 bis 130. 


Dritte Fraktionierung mit Aceton. 


100 cem der dialysierten eiskalten Lésung werden mit 1.5 ccm 
m/l Acetatpuffer auf px 5,4 gebracht. Dann wird soviel eiskaltes 
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Uber die chemische Zusammensetzung der Kartoffeloxydase. 


Aceton zugegeben, daB die Acetonkonzentration 40 Vol.-°, betragt. 
Der Niederschlag, der die Hauptmenge der Wirkung enthilt, 
wird in 15cem m/100 Phosphatpuffer py 7,4 gelést. Die Lésung 
wird 48 Stunden bei 0° gegen Wasser dialysiert, ein dabei aus- 
fallender Niederschlag wird abzentrifugiert und verworfen. Spezifische 
Wirksamkeit W 200 bis 230. 


Reinigung mit Silberacetat. 


Die dialysierte Lésung wird soweit verdiinnt, das die Protein- 
Konzentration 6 mg/ccm betraigt. Zu 100 ccm dieser Lésung werden 
nacheinander 1 ccm, leem, 3cem und 7,5 cem einer 0,25 °,igen Silber- 
acetatlésung zugefiigt, nach jedem Zusatz wird bei 0° zentrifugiert. Die 
durch Silberacetat erzeugten Niederschlage, die zusammen etwa 50% 
der Wirkung und die noch vorhandene braune Farbe enthalten, werden 
verworfen. Die iiberstehende Lésung wird mit 3ccm m/1] Natrium- 
chloridlésung versetzt und 24 Stunden gegen das 50fache ihres 
Yolumens m/5 Natriumchlorid in Cellophanschliuchen bei 0° di- 
alysiert. Dann wird 48 Stunden gegen flieBendes Wasser dialysiert. 
Ein bei der Dialyse ausgefallener Niederschlag (auch AgCl) wird 
abzentrifugiert und verworfen. Spezifische Wirksamkeit W der 
iiberstehenden Fliissigkeit 350 bis 400. 


Vierte Fraktionierung mit Aceton. 


100 cem der dialysierten eiskalten Lésung werden mit 1,5 cem 
m/l Acetatpuffer auf py 5,4 gebracht. Dann wird soviel eiskaltes 
Aceton zugefiigt, daB die Acetonkonzentration 40 Vol.-°, betragt. 
Der Niederschlag, der die Hauptmenge der Wirkung enthalt, wird 
in 20 cem eiskaltem Wasser gelést. Die Lésung wird mit eiskaltem 
Aceton bis zu 25 Vol.-°%, 29 Vol.-°%% und 40 Vol.-°% Aceton ver- 
setzt,die Niederschlige werden jedesmal abzentrifugiert und in 10 ccm 
Wasser gelést. Der spezifisch wirksamste Niederschlag fallt zwischen 
29 und 40 Vol.-°, Aceton. Seine spezifische Wirksamkeit W' ist 
etwa 500. 


Die so gewonnene bisher reinste Fe:mentlésung war schwach gelb 
gefirbt. Sie enthalt weder Katalase noch Peroxydase. In m/10 
Phosphatlésung px 7,4 werden Brenzcatechin und Pyrogallol schnell 
unter Aufnahme eines Mols Sauerstoffs oxydiert, worauf eine lang- 
same Weiteroxydation erfolgt. 


Beim Eintrocknen im Vakuum, auch nach Zusatz von neutraler 
Phosphatlésung, verliert die Lésung erheblich an Wirksamkeit. Bei 
0° und neutraler Reaktion ist die Lésung ziemlich bestindig. Noch 
bestandiger ist sie in halbgesattigter Ammonsulfatlésung. 





F. Kubowitz: 


It], Kupfer-Bestimmung. 


Zur Bestimmung des Kupfers in den Fermentpraparaten wurd 
anfangs die Fermentlésung verascht und dann das Kupfer in bekannter 
Weise mit Ferrocyanid kolorimetrisch bestimmt. Da man fiir dies 


Methode verhaltnismaBig viel Ferment braucht, wurde das Kupfer 
spater in der veraschten Lésung mit der Cysteinmethode ! bestimmt, mit 
der man Kupfermengen von 0,05 y noch gut messen kann. Schlieslic 
zeigte sich, da die Veraschung des Ferments iiberfliissig ist, da das 
Kupfer aus dem Ferment schon abgespalten wird, wenn man das 
Ferment und die salzsaure Cysteinlésung zusammengibt. Ich teile im 
folgenden ein Versuchsbeispiel mit. 


Das Ferment hatte die spezifische Wirksamkeit W = 500. Die Met. 
gefiBe waren aus Bergkristall und ,,schwermetallfrei‘’ gewaschen. Die 
Pyrophosphatlésung war ,,fiir Schwermetallbestimmungen“ von Scheriny 
Kahlbaum. 100 ccm dieser Lésung wurden durch Zusatz von 5cem m | 
»forensischer*‘ Salzsiure auf py 8,2 gebracht. Nach Einkippen der Cystein 
chlorhydratlésung aus der Birne war das py im Hauptraum 7,85 bis 7,90. 
Der Gasraum enthielt nicht Luft, sondern reinen Sauerstoff. — Die Tempe 
ratur des Thermostaten war 20°. 





Hauptraum:|| GefaB I | Gefas I GefifB II | GefiB IV | Gefas \ 
| 2eem m5 t | | 
|| Pyrophosphat —> > > —> 
1] Pu 8,2 
Birne: || 
> _—> —> > 


| 9mg Cystein- 
| 


| 

| 

| chlorhydrat 
| in 0,.2°H,O 
i} 


_ 36,4 y Ferment | 72,8 y Ferment | 36,4 y Ferment | 36,4 y Ferment 
_ — 0,08 y Cut++ 0,16 y Cut 


Verbraucht | ; 
nach emm 0» emm O2 emm 0, - emm O02 emm 0)» 


Einkippen 
in 10 Min. : oF 26 30,5 
’° 20 ” | 53 64 
WI—II IV-Il Vv 
A-Wert 
fiir 20 Min. ———>| 6 omm 37 cmm 85 cmm 


A ist also der Zuwachs an Sauerstoffverbrauch, den bekannte Mengen 
Kupfersalz oder 36,4 » gespaltenes Ferment in einer Lésung bewirken, die 
36,4 y gespaltenes Ferment enthalt. 


Aus Abb. 2 sieht man, wie das Ergebnis graphisch ausgewertet 
wird. Fiir 36,4 y Ferment ergibt sich ein Kupfergehalt von 0,06 y, das 
ist 0,165 °%, Kupfer. 


1 Otto Warburg, diese Zeitschr. 187, 255, 1927. 
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Mit der gleichen Methode wurde folgender Prozentgehalt an 
Kupfer in Fermentpraparaten verschiedener spezifischer Wirksamkeit W 


wurde 
gefunden: 


cannter 





r diese ———— = 
K , Spezifische Wirksam- Kupfergehalt Spezifische Wirksam- Kupfergehalt 
Upter keit des Ferments W des Ferments in 9/9 | keit des Ferments W des Ferments in °/, 
nt, mit s ‘ a ai ata 
RT 75 0,028 345 0,12 
lie lich 7 r Qrr ¢ 
165 0,058 375 0,13 
da das 230 0,072 500 0,165 
n das 
eile im Der Kupfergehalt des Ferments ist also nahezu proportional der 


spezifischen Wirksamkeit des Ferments (vgl. Abb. 1 dieser Arbeit). 
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Abb. 2. Graphische Aus- Abb. 3. Wanderungsgeschwindigkeit 
wertung bei der Kupfer- des Ferments im Einheitsfeld. 
bestimmung nach der Cystein- 
methode. 


IV. Isoelektrischer Punkt. 


Der isoelektrische Punkt des Ferments wurde in dem Apparat 
von Hugo Theorell! durch Messung der Wanderungsgeschwindigkeit 
bei variiertem py bestimmt und in der Nahe von py 5,4 gefunden. Die 
gemessenen Geschwindigkeiten sind in Abb. 3 eingetragen. 


* Hugo Theorell, diese Zeitschr. 275, 1, 1935. 
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Trehalose und Hefe. III. 
Von 
K. Myrbiick und B. Ortenblad. 
(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Eingegangen am 3. Juli 1937.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Im Zusammenhang mit den friiher beschriebenen Versuchen iibe1 
die Vergairung der Trehalose durch Trockenhefen(1) wurde auch die 
dabei unter gewissen Umstinden eintretende Phosphorylierung naber 
untersucht. Die trockene PreBhefe (Oberhefe) vergart, wie mehrfach 
erwahnt wurde, Glucose, ohne daB eine nennenswerte Anhaufung von 
Zuckerphosphaten eintritt. Ebenso verhalt sich diese Hefe bei der 
Vergarung der Trehalose. Die trockene Unterhefe bildet dagegen bei 
der Glucosegirung groBe Mengen von Estern, in der Hauptsache 
Hexose-diphosphorsiure (Hardens Ester). Wir haben jetzt feststellen 
kénnen, daB dies auch bei der Trehalosegarung eintritt. 

In Gegenwart von Natriumfluorid, wobei die Garung vollig unter. 
driickt ist, tritt auch keine Phosphorylierung der Trehalose (bzw. 
Glucose) ein. Dies gilt jedenfalls fiir Anwendung von Trockenunterhefen, 
die keine Selbstgirung zeigen. Uber die bei selbstgarender (glykogen- 
haltiger) Trockenunterhefe eintretende Phosphorylierung zu Robison- 
Ester siehe (2). Die Feststellung, daB in unserem Falle keine Phospho- 
rylierung eintritt, ist deshalb von einiger Wichtigkeit, weil dadurch 
bewiesen wird, dab die in Hefe-Trehalose-Na F-Mischungen allmabhlich 
auftretende Reduktion wirklich durch die Hydrolyse der Trehalose 
in Glucose verursacht wird und nicht etwa 
durch die Bildung mehr oder weniger stark 

| reduzierender Phosphorsaureester. 
4 | Um alle Komplikationen zu vermeiden, die 
ae durch eine eventuelle Selbstgaérung verursacht 
ae ae Reo tm werden kénnten, wurde immer wie friiher 
F beschrieben vorbehandelte, keine Selbstgarung 





° COSE 


2 — 
“ | Gh 


iI Lt mehr zeigende trockene Unterhefe benutzt: 
_ eke ace Hail I. 0,5 g trockene Unterhefe, 0,05 g Treha 
a _ lose bzw. Glucose in 5 cem 0,5 %,igem Phosphat- 
Abb. 1. puffer, py = 6,3 (etwa 0,6 Mol Phosphorsaure 
pro Mol Glucose). In kleinen Proben wurde P 0. 
nach EnteiweiBung mit Trichloressigsiure, nach Embden bestimmt. Abb. | 
(Garung und Phosphorylierung in Mol Glucose bzw. PO,) zeigt, dats 
eine betrachtliche Phosphorylierung bei der Vergarung der Trehalose 
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eingetreten ist; die Phosphorséiurekurve hat die fiir Glucosegaérung 
normale Form. Die Garung hért weit vor vollstandiger Spaltung auf, 
was wir am einfachsten so deuten, daB die notwendige Trehalase ge- 
schadigt wird. Sie wird schon wihrend der Vorbehandlung der Hefe 
(Selbstgaérung) teilweise inaktiviert. Wenn die Glucosebildung durch 
die Trehalase aufhért, werden keine Phosphorsiureester mehr gebildet ; 
die schon entstandenen Ester werden aber wie gewohnlich langsam ge- 
spalten und die Spaltprodukte vergoren. Damit ist die Reaktion beendet. 








30 18 o4 
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| Suen | 
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| 
| 





a PO, | 
a2 


/ 


| ? 
VA aes 
0 700 200 Min. 
Abb. 2. Abb. 3. 








II. 15g vorbehandelte Trockenhefe, 0,75 ¢ Trehalose, 0,075 g 
Kalium-Natriumphosphat vom py = 6,3 (etwa 0,12 Mol Phosphorsaure 
pro Mol Glucose) und etwa 0,01 g Hexose-diphosphorsaure (zur Hebung 
einer eventuellen Induktion) wurden mit 15 cem Wasser vermischt 
und 5cem davon zur Garprobe benutzt. In diesem Falle (Abb. 2) 
fiihrt die Phosphorylierung bald zum _ vollstandigen Verbrauch der 
freien Phosphorséiure. Rechnet man die erhaltenen Zahlen in Mol 
vergorene Glucose bzw. Mol veresterte Phosphorsiure um, so erhalt 
man die beiden Kurven der Abb. 3. (Vergorene Glucose aus der Kohlen- 
siureentwicklung berechnet.) Bis zum Verbrauch der Phosphorsaure 
fallen also die Kurven ziemlich genau zusammen, d. h. pro Mol vergorene 
Glucose entspricht die Differenz zwischen gebildetem und gespaltenem 
Ester etwa einem Mol Hexosemonophosphorsaure. Dies darf man selbst- 
verstandlich nicht so deuten, als ob Hexosemonophosphorsiure wirklich 
in nennenswerten Mengen entstainde, obwohl ihre Bildung durch den 
groBen ZuckeriiberschuB begiinstigt werden kénnte. 

Ill. 1,5 g Trockenhefe, 0,75 g Trehalose, 0,235 g Phosphat (= etwa 
0,38 Mol pro Mol Hexose), sonst wie oben. In folgender Tabelle ist 
die zu verschiedenen Zeiten gefundene Vergairung in Mol Glucose, 
berechnet aus der Kohlensdureentwicklung, sowie die durch die 
Veresterung in organische Bindung iibergefiihrte Phosphorsaure in Mol 
wiedergegeben. 

Anfangs ist also, wihrend der Periode der schnellen Garung, die 
Veresterung sehr stark, so daB z. B. nach 40 bis 50 Minuten, d. h. wenn 








K. Myrback u. B. Ortenblad: 


















Toi Millimol } Millimol Toi Millimol Millim: 
Zeit Glucose | Phosphorséure Zeit Glucose Phosphorsiare 





Min. vergoren verestert Min. vergoren verestert 

















0,025 0,08 115 0,26 0,33 
45 | 0,10 0,21 155 0,32 0,39 
55 0,13 0,23 230 0,39 0,42 
75 0,18 0,26 300! 0,44 0,46 
95 0,22 0,30 1440 1,29 < 0,02 









die Garkurve anfaingt flacher zu verlaufen, auf ein Molekiil vergorene 
Glucose nahezu 2 Mol Phosphorsaure verestert sind. Dies stimmt ganz 
mit den Verhaltnissen bei der Glucosegarung durch dieselbe Trockenhefe 
iiberein. Die Form der Gairkurve und der Kurve der Phosphatbindunyg 
entspricht auch vollkommen der der normalerweise fiir Glucose er- 
haltenen. Die Gargeschwindigkeit der Trehalose fallt, wie oben erwalhnt, 
gegen Ende der Garung sehr stark ab, in diesem Falle ist aber die Ver. 
garung trotzdem vollstandig, was wohl damit zusammenhangt, dal} die 
Gargeschwindigkeit ungefahr bei der hier angewandten Phosphat- 
konzentration ihr Maximum hat. 


IV. Unsere friiheren Versuche iiber die Trehalasewirkung der 
Hefe sowie die hier beschriebenen Versuche iiber die Phosphorylierung 
bei der Trehalosegérung sprechen dafiir, daB die Garung der Trehalose 
nur in dem MaBe stattfindet, wie aus der Trehalose Glucose entsteht. Es 
ist also kaum zu erwarten, daB bei der Trehalosevergarung auch diese: 
Hefe andere Phosphorverbindungen entstehen als bei der normalen 
Glucosegirung. Immerhin haben wir einige Untersuchungen iiber die 
Art der bei der Trehalosegirung entstehenden Ester angestellt. Bei 
den oben beschriebenen Versuchen wurden parallel mit den Phosphor. 
bestimmungen Proben entnommen, in denen durch die Seliwano}|- 
Reaktion der Gehalt an Fructosederivaten annaihernd bestimmt wurde. 
Dabei zeigte sich durchgehend, da wahrend die Reaktionsmischungen 
vor der Garung sowie nach Ablauf derselben keine Spur von Reaktion 

F gaben, bei eintretender Phosphorylierung sofort starke Fructose- 

i reaktion eintrat, so daB geschlossen werden kann, da die Hauptmenge 

der Ester aus Fructosephosphorsauren besteht. 

20 g Trockenhefe, 10 g Trehalose, 3 g Kalium-Natriumphosphat, 0,1 2 


Hexosediphosphorsaure in 200 cem H,O. 5 cem der Mischung zum Garungs- 
versuch : 













ecm CO, 11,6 18,6 20,3 20,9 
Zeit in Stunden. . 1/, 1 1,5 4 5 6 


Nach 6 Stunden waren also etwa 35°, der Zuckermenge vergoren wn! 
gleichzeitig etwa 79°, des Phosphats in organische Bindung iibergefiihrt. 
Die Reaktionsmischung wurde dann mit 20 g Trichloressigsdéure enteiwei!t, 













































das 
Die 
zum 
wie 
nut 
Alko 
(6,7 | 
Rest 
frak 


der 


aus 


rene 
ganz 
nhefe 
dung 
Ce eT- 
ihnt, 
Ver. 
3 die 
phat- 


der 
rung 
alose 
t. Es 
lieser 
lalen 
r die 

Bei 
yhor- 
no} y- 
irde. 
igen 
‘tion 
tose- 


enge 


und 
ihrt. 
elt, 


Trehalose und Hefe. III. 233 


das Filtrat mit 3g Bariumacetat versetzt und mit Baryt neutralisiert. 
Die so erhaltene Fallung wog trocken 6,5 g. Durch Zusatz von 10°, Alkohol 
num Filtrat wurde eine zweite Fallung von 0,2 g erhalten. Das Filtrat 
wurde mit basischem Bleiacetat gefallt, der gewaschene Niederschlag 
mit H,S zersetzt, filtriert, geliiftet, mit Baryt neutralisiert und mit 2 Vol. 
Alkohol gefallt: 0,84g. Die zwei ersten, wasserunléslichen Fraktionen 
(6,7 2) wurden mit 200 Teilen Wasser langere Zeit geschiittelt. Ungeldster 
Rest 1g. Die Diphosphatfraktion ist also etwa 5,7 g, die Monophosphat- 
fraktion etwa 0,8 g. 


Dieser Befund zeigt, daB bei der Vergirung der Trehalose wie bei 
der der Glucose die Hauptmenge der angehauften Phosphorsaureester 
aus Hexosediphosphorsaure besteht. 


Literatur. 


1) Myrbdck u. Ortenblad, diese Zeitschr. 288, 329, 1936; 291, 61, 1937. - 
2) Nilsson, Arkiv for kemi etc. 10 A, Nr. 7, 1930. 





Weiteres iiber die Existenz der Carboligase, 
unter besonderer Beriicksichtigung der optischen Eigenscehaft 
des Reaktionsproduktes. 


Von 


Yukio Tomiyasu. 


(Aus dem Agrikulturchemischen Institut der Kaiserlichen Kiushu 
Universitat in Fukuoka, Japan.) 


(Eingegangen am 3, Juni 1937.) 


Aus den Arbeiten von Neuberg und seinen Mitarbeitern (1) (2) 
geht hervor, daB bei der Girung mit frischer Hefe optisch aktives 
Carbinol entsteht, dagegen mit Mazerationssaft die Racemkérper ve. 
bildet werden. Dirscherl (3) fiihrte die Bildung der optisch aktiven 
Substanz auf sekundére Vorginge zuriick, die er folgendermasen 
erklart. Da der Ubergang von Acetaldehyd in Acetoin von selbst ohne 
ein weiteres Agens lediglich im Gefolge der Decarboxylierung der 
Brenztraubenséure vor sich gehe, so miisse zunachst immer racemisches 
Acetoin entstehen. Bei der Vergirung mit frischer Hefe werde dic 
Rechtsform desselben durch die lebenden Hefezellen verzehrt oder 
verandert, wahrend die Linksform viel langsamer angegriffen werde 
und infolgedessen iibrigbleibe. Dagegen beobachte man bei der Ver. 
girung mit Mazerationssaft stets racemisches Acetoin, vermutlich, 
weil das Garungsenzym nicht imstande sei, auf Acetoin zu wirken. 
Diese Annahme ist jedoch noch nicht bewiesen. Es mu daher geklirt 
werden, ob bei diesem Vorgang unmittelbar optisch aktives Ketol ge- 
bildet wird, oder ob es durch Verzehrung des primar gebildeten racemi- 
schen Ketols entsteht. 

Vor kurzem konnte ich zeigen (4), daB auch mit zellfreiem Hefesaft 
stets ein optisch aktives Reaktionsprodukt entsteht. Uberdies ergal 
sich, da das Vorhandensein von Hefezellen sowie von Zucker oline 
KinfluB auf die Drehung ist. Diese Tatsache sollte geniigen, die primiire 
Entstehung des optisch aktiven Acetoins zu beweisen, und stellt daher 
eine starke Stiitze fiir die Annahme einer Carboligase dar. Hieriiber 
habe ich neuerdings noch einige weitere Ergebnisse erhalten. 

Andererseits ist die spezifische Drehung des Acetoins noch wenig 
bekannt. Rowry (5) fand bei einem Acetoinpraparat aus einem ¢e- 
wissen Girgut Werte von [%]54¢; = — 8,04. Diese Werte liegen jedoch 
wesentlich unter den meinigen ({%]p = etwa — 40 fiir Bierhefe sowie 
Hefesaft). — Da das Acetoin oft im Verlauf der Isolierung oder cer 
Ziichtung racemisiert, muB man sich darauf beschrainken, die Drehung 
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direkt in der vergorenen Lésung oder kurz nach der Impfung zu 
zu messen, um den wahren Wert zu ermitteln. Dies geschah in den 


folvenden Versuchen. 


1. Methode zur direkten Messung der Drehung von Aecetoin im Destillat. 


Zur Ermittlung des Drehungsgrades von Acetoin wird die Kultur- 
jisung im Vakuum (etwa 25mm Druck bei 40 bis 45°C) zum Sirup 
abdestilliert. Nach meinen Versuchen hat das Destillat fast dieselbe 
Acetoinkonzentration wie das Ausgangsgargut. Tabelle I enthalt zwei 
Versuchsbeispiele. 

Tabelle I. 





Gewicht des 


Probe Nickelsalzes Acetoin 


mg pro 
20 cem 0;, 


Ausgangsgargut 11,8 0,0425 
Vakuumdestillat des 50-cem-Gargutes (43 ccm) 13,3 0,0479 
| 1. Destillat des 100-cem-Gargutes (44cem) .. 10,5 0.0378 
ee yy - vt Gy Sage 16,3 0,0587 


| Ausgangsgargut . 25,0 0.0900 
Vakuumdestillat des 50-cem-Gargutes (43 cem) 26,3 0,0947 
1. Destillat des J00-cem-Gargutes (46cecem) .. 22,1 0,0796 
2. ys 9 ee Se 30,7 0,1105 


Mit diesem Verfahren laBt sich das Acetoin leicht von den iibrigen 
Bestandteilen des Garguts trennen und der wahre Drehungsgrad des 
Acetoins ermitteln. Wenn die Acetoinkonzentration zu niedrig ist, 
so kann man die Messung erst nach Einengen mit der Methode von 
Yamasaki (noch nicht ver6éffentlicht) vornehmen, wobei das Acetoin 
ohne merkliche Racemisierung eingeengt wird. 

DaB die Substanz, die die Drehung im Destillat hervorruft, Acetoin 
ist, wird durch die folgenden Befunde wahrscheinlich gemacht. 

1. Das Vakuumdestillat der Kulturfliissigkeit, in welcher acetoin- 
produzierende Mikroben geziichtet wurden, weist ausnahmslos die 
optische Drehung auf, nicht jedoch das Destillat der Kulturfliissigkeit 
von nicht acetoinbildenden Mikroben. So erzeugen z. B. die Bakterien 
der Aerogenesgruppe (Acetoinbildner) die drehenden Fliissigkeiten nur, 
wenn Zucker zugegeben wird. Dagegen weisen die Kulturfliissigkeiten 
der Bakterien der Coligruppe (Nicht-Acetoinbildner) auch bei Zucker- 
zusatz keine Drehung auf. 

2. Bei Abwesenheit von Zucker in der Nahrfliissigkeit produzieren 
die Bakterien der Aerogenesgruppe kein Acetoin und folglich keine 
drehenden Lésungen. 
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3. Setzt man Acetaldehyd zu der mit Bierhefe garenden zucker. 
haltigen Fliissigkeit, so ist bald die Drehung [a], = — 40 (bereclinet 
als Drehung des Acetoins) festzustellen, waihrend dieselbe Garfliissigkeit 
ohne Acetaldehyd keine Drehung aufweist. 

4. Setzt man Acetaldehyd zu der mit Bierhefe girenden zucker- 
haltigen Garfliissigkeit, so ist die Drehung um so gr6Ber, je mehr Acetoin 
gebildet worden ist. Beide GréBen sind einander genau proportiona| 
der [%]p-Wert bleibt daher lange Zeit konstant, falls man ihn auf die 
Acetoinmenge bezieht. 

5. Im Destillat der Kulturfliissigkeit, in welcher Bac. lactis aerogenes 
geziichtet wurden, beobachtete ich stets die Racemisierung, d. } 
Verkleinerung der spezifischen Drehung, obgleich der Acetoingehalt 
eine gewisse Zeit stets zunahm. Nach langerer Zeit ist sogar oft ein 
Verbrauch des Acetoins festzustellen. 

Aus diesen Tatsachen kann man schlieBen, daB die drehende Sub- 
stanz Acetoin ist. 

2. Bildung des aktiven Acetoins durch Bierhefe. 


Hirsch (6) setzte Acetaldehyd der mit Bierhefe garenden Brenz- 
traubensaure zu und ma die Drehung direkt im Gargut. Der erhalténe 
Wert kann jedoch nicht als wahrer Drehungswert des Acetoins angesehen 
werden, da sowohl der Acetoingehalt als auch der EinfluB der begleitenden 
optisch aktiven Stoffe unbekannt Waren. 


Beschreibung der Versuche. 160g Rohrzucker wurden in 1600 ccm 
Phosphatpufferlésung (px 6,2) bei 40°C gelést und mit 40g untergiirige: 
Bierhefe zur Angirung gebracht. Nach 50minutigem Stehenlassen wurden 
40 g Acetaldehyd, in 400 cem Phosphatpufferlésung gelést, zugefiigt. Nac! 
3stiindigem Stehenlassen bei Zimmertemperatur, wobei sich eine ziemlich 
groBe Menge von Acetoin bildete, wurden in bestimmten Zeitabstanden 
50 cem-Proben abpipettiert und darin die Drehufig sowie die Acetoinmenge 
gemessen. Der Garversuch wurde bei Zimmertemperatur (Schwankungen 
von 20 bis 29°C) angesetzt. Ergebnisse in Tabelle II. 


Tabelle II. 





wat e@ im 
4-dm- | Acetoin | ul Zeit 4-dm- | Acetoin 
Rohr Std. Rohr oC 


Temp. 


— 0,25] 0,1592 | 2 9,3] 50  —1,23 | 0,8207 
— 0,49) 0,3053 2 95 | — 1,35 0,8752 
— 0,66 0,4137 2 120 —1,40 0,9105 
— 0,98 0,6104 2% -40,2] 145 —1,46 0,9152 
— 1,03 0,6329 2 173 — 1,48 0,9321 
— 1,13 0,7064 é 265 —1,49 0,9739 
— 1,23 0,7957 2% 5] 335 = — 1,50 0,9515 





Aus der Tabelle ergibt sich, daB die spezifische Drehung des Acetoins 
etwa — 40 ist. Diese Zahl stimmt véllig mit dem schon (4) angegebenen 
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Wert fiir Hefezellen, Hefesaft oder Trockenhefe bei zuckerfreier 
Garung tiberein. Der [x%]p-Wert ist demnach von dem Vorhandensein 
der lebenden Hefezellen bzw. von Zucker unabhangig. Dies weist darauf 
hin, daB bei der biologischen Acetoinbildung von vornherein aus- 
shlieBlich das linksdrehende Acetoin gebildet wird, und beweist gleich- 
zeitiy die Existenz der Carboligase. Das Destillat der vergorenen Ver- 
suchsfliissigkeit ohne Zusatz von Acetaldehyd (Kontrollversuch) wies 
weder optische Drehung noch Acetoinreaktion auf. 


3. Bildung von aktivem Acetoin dureh Bacillus natto. 


Bacillus natto ist ein ausgezeichneter Acetoinbildner. Fiir jeden Ansatz 
vurden je 70 cem Nahrlésung in die KulturgefaBe gefiillt und mit je 1 Ose 
Bakterien der 24stiindigen Strichkultur geimpft und bei 37°C stehenge- 
issen. Die Kulturen wurden in bestimmten Zeitabstanden zur Messung 
vebracht. Zusammensetzung der Nahrfliissigkeit: 5°,iger Traubenzucker, 


) 


2° iges Pepton und 0,5°,iges Kochsalz. 


Tabelle III. 





Gewicht des : : 
enzZ- Zeit || Nickelsalzes Probe Acetoin @ im 
j 4-dm-Rohr 
téne sage mg ecm ° 


shen 


43.8 40 0.0788 0.31 29 98,33 
iden ‘ 39,0 20 06,1404 0,46 30 81,93 


46,0 20 0,1656 0,55 31 83,05 
d 51,7 15 0,2483 0,91 31 — 91,61 
cm 72,5 10 0,5218 — 1,54 31 73,78 
rigel 24,1 5 0,3469 — 0,59 30 42,52 
rden 
Vac! Die Drehung war sehr groB, die Racemisierung verlief langsam 
lich 
nden 4. Bildung von aktivem Acetoin durch Bacillus mesentericus fuseus. 
enge 
angen Versuchsanordnung wie bei Bacillus natto. Ergebnisse in Tabelle IV. 


Tabelle IV. 





, Gewicht des " , 
Zeit Nickelsalzes Probe Acetoin ce im t 


Tage mg ecm 9/5 carina °C 


42,1 : 0,1515 0,47 24 77,56 
55,6 ; 0,2001 — 0,63 24 — 78,72 
52,8 0,2533 — 0,78 2: - 76,98 
70,8 0,3397 — 1,02 25 75,07 
55,7 5 0,8019 — 1,64 22 51,13 
32,0 5 0,4607 — 0,44 24 — 23,88 


5. Racemisierung des Acetoins durch Bacillus lactis aerogenes, 


yINSs y - ‘ rr 
om Versuch 1. An Stelle von 2°,igem Pepton wurde 1°. iges verwendet; 


nen Versuchsansatz im iibrigen wie oben. Ergebnis in Tabelle V. 
Biochemische Zeitschrift Band 292. 16 
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Tabelle V. 





: Acetoin r.) 
@ im 4-dm-Rohr ° @ip 
lo 


0,07 (18°C) 0,0303 — 5d 

0,09 (20° C) 0,0433 — 52 

3 — 0,08 (19° C) 0,0622 — 382 

9 — 0,10 (18° C) 0,1223 — 21 
11 — 0,07 (21°C) 0,1083 — 16 
14 — 0,07 (19° C) 0,0674 — 25 


Durch die Saéurebildung wurde die Bakterienvermehrung ziemlic} 
stark verhindert, die Acetoinkonzentration war daher gering. [Die 
Racemisierung fand sehr langsam statt. 

Versuch 2. Zusatz von Phosphatpufferlésung (pu 6,4) zum Pepto. 
wasser (Tabelle V1). 

Tabelle VI. 





Zeit ‘ Acetoin , Zeit : Acetoin 
e@ im 4-dm-Rohr [@]p ae: e« im 4-dm-Rohr “ 
Tage %9 " Tage %o 


2 0 (20°C) | 0,0091 Oo} 9  +0,04 (18°C)  0,0415 
4 | — 0,05 (20°C) | 00415 —30 | 11 | +2 (22°C) | 0,0153 
6 | +.0,03 (20°C) | 0,0918 +13 | 14 0 (18°C) 0,0107 


Die Racemisierung scheint sowohl von der Bakterienvermehrung 
als auch von der Wasserstoffionenkonzentration abhangig zu_ sein 
Setzt man der Kulturfliissigkeit Liebigs Fleischextrakt zu, so finden die 
Racemisierung und der Verbrauch des Acétoins sehr schnell statt 


Versuch 3. Ansatz mit je 1 g Calciumcarbonat. 


Tabelle VII. 





Kulturdauer in Tagen... . 1 2 3 


a im 4-dm-Rohr.... — 0,02 — 0,01 0 
Acetoin in %.. . 0,0270 0,0495 0,1044 


Die Racemisierung wird durch Zusatz von Carbonat sehr be- 
schleunigt (Tabelle VII). Am dritten Tage wurden den Garansitzen 
20 cem 1% ige Acetaldehydlésung zugesetzt und die Drehung weitere 
drei Tage gemessen. Es wurde eine allmahliche Acetoinbildung, aber 
keine Drehung beobachtet: 


Tabelle VIII. 





Gesamte Kulturdauer in Tagen 
Zeit in Std. nach Zusatz von Aldehyd 


« im 4-dm-Rohr. . 
Acetoin in % 
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Versuch 4. Bei diesem Versuch mit einem anderen Bakterienstamm, 
Bacillus lactis aerogenes K. Nr. 7, erzielte ich fast gleiche Ergebnisse wie 
in Versuch 1. Zusammensetzung der Nahrlésung 2°,iges Pepton, 1°, ige 
jlucose und 0,5°,iges Kochsalz. Die tibrigen Versuchsbedingungen waren 
dieselben wie oben. Ergebnis in Tabelle IX. 


Tabelle IX. 





Zeit in Tagen... 


« im 4-dm-Rohr | — 0,06 (19°C) | — 0,09 (20°C) 0,03 (20°C) 0 (20°C) 
Acetoin in %.. 0,0227 0,0363 0,0259 0,0203 
] cw ae ee ff — CF — 62° — 29° 0° 


L“JIn . 


6. Spaltung der Racemkorper in optisch-aktive Komponenten durch Bierhefe. 


1 g dimeres Acetoin wurde in 1000 cem Hayduckscher Lésung gelést, in 
eine 1000 eem-Reagensflasche gefiillt und sodann mit 100 g PreBhefe ange- 
setzt. Die Flasche wurde mit Gummistépsel bei 30° C 6 Tage stehengelassen. 
Nachdem das Acetoin ungefahr um die Halfte vermindert war, wurde 
das Gargut filtriert, destilliert und die Drehung gemessen. Das Destillat 
zeigte zunachst keine Drehung, nach der Konzentrierung trat jedoch eine 
soleche auf. 


a=+017, 1=4dm, v= 0,9076%, & = 24°C, 


ski 0,17. 100 
*Ip = 0.9076 .4 


= + 4,7. 


Beim Kontrollversuch ohne Zusatz von Acetoin wurde keine Drehung 
beobachtet. 

Aus dem Ergebnis seines ahnlichen Versuchs folgerte Dirscherl, 
daB die Hefe, wenn tiberhaupt, beide Antipoden gleichmaBig angreife. 
Dabei maB er die Drehung in jedem Falle direkt im Filtrat des Garguts 
und beobachtete keine Drehung. Jedoch kann man beim Arbeiten mit 
dimerem Acetoin die Drehung wegen des zu kleinen Wertes nicht messen ; 
sie tritt erst nach der Konzentration in Erscheinung. 

Aus den Versuchen ergibt sich, daB die Hefe itiberwiegend die Links- 
komponente verzehrt und die rechtsdrehende Form zuriicklaBt. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird eine Methode angegeben, mit der die optische Drehung 
des Acetoins direkt im Destillat der Garansatze gemessen werden 
kann, 

2. Acetoin zeigt eine weit gréBere Drehung, als bisher beschrieben 
wurde. Seine spezifische Drehung ist charakteristisch fiir die Mikro- 
organismen, so ist z. B. bei Bacillus natto die Drehung — 98, bei Ba- 
cillus mesentericus fuscus — 78, bei Bacillus lactis aerogenes — 66, bei 
Bierhefe — 40, bei Hefe-Mazerationssaft — 40. 

16 * 
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3. Ein Beweis fiir die Theorie der Existenz der Carboligase e: 
sich aus folgenden Tatsachen: 

a) In allen Fallen entsteht von vornherein ausschlieBlich |i; 
drehendes Acetoin. 


b) Setzt man den Acetaldehyd der mit Bierhefe garenden zucker- 


haltigen Fliissigkeit zu, so weist sie sogleich Drehung auf, und (| 
spezifische Drehung andert sich wahrend mehr als 10 Tagen niclit 


c) Das Vorhandensein von Hefezellen sowie von Zucker war olin 


EinfluB auf die Drehung, d. h. in allen Fallen entstand ein Acetoin mit 
fast konstanter Drehung, und zwar sowohl mit Frischhefe als auch 
mit Hefesaft. 

4. Damit ergibt sich, dab es sich bei der Erzeugung des optisch 
aktiven Acetoins nicht um eine Asymmetrase im Sinne L. Rosenthalers 
handelt. Die Annahme, da das racemische Acetoin von vornherein 
chemisch entsteht, mu daher fallen gelassen werden. 
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Wirkung von Blausaure und Wasserstoffperoxyd auf die 
Blackmansche Reaktion in Scenedesmus. 
Von 
Hans Gaffron. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie in Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 26. Mai 1937.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die in den letzten 20 Jahren herrschenden Vorstellungen iiber den 
Mechanismus der Photosynthese in der griinen Pflanze griinden sich 
fast ausschlieBlich auf die Arbeiten von Willstdtter und Stoll (38) und 
von Warburg und Negelein (36). Durch die Untersuchungen und Uber- 
legungen der verschiedensten Forscher ist aber allmahlich das die 
Assimilation betreffende Tatsachenmaterial wesentlich vermehrt und 
teilweise verandert worden. Das Gebaude der alten Theorie paBt nicht 
mehr auf die neue Basis und muB erweitert oder ersetzt werden. K. Wohl 
und ich (24) haben vor kurzem ausfiihrlich die Griinde dargelegt, warum 
dem Farbstoff Chlorophyll die zentrale Stellung im Assimilations- 


proze3 genommen werden mub, die er bisher mit Sicherheit zu besitzen 
schien. Gleichzeitig mit unserer Abhandlung ist eine Ubersicht iiber 
neuere Assimilationsversuche von R. Emerson (11) veréffentlich worden. 
Emersons kritische SchluBfolgerungen stimmen in wichtigen Punkten 
mit den unseren tiberein und fiihren daher bei konsequenter Zusammen- 
fassung zu einem im wesentlichen gleichen Ergebnis. 


Willstatter und Stoll haben die Einheitlichkeit des Chlorophylls in 
der gesamten Pflanzenwelt nachgewiesen. Solange man nun Chlorophyll 
und Assimilationsapparat als identisch betrachtete, hatte man wenig 
Bedenken, die an bestimmten Pflanzen erhaltenen Versuchsergebnisse 
in ihrer Bedeutung zu verallgemeinern. Jetzt schwindet mit dem 
Glauben an die spezifische chemische Wirksamkeit des Chlorophylls 
die physikalische bleibt natiirlich unverandert) auch die Sicherheit, 
mit der man bisher Ergebnisse an einer Pflanze als giiltig fiir all: 
Pflanzen, d. h. als bezeichnend fiir das Wesen des Assimilationsprozesses 
anzusehen pflegte. Untersuchungen werden notwendig, die friiher als 
wenig versprechende Analogiearbeiten aufgefaBt werden muBten. 
Welche entscheidenden Abweichungen vom ,,normalen*’ Verhalten 
dabei gefunden werden kénnen, zeigt die vorliegende Untersuchung, 
die den EinfluB der Blausiure auf den Stoffwechsel der (riinalge 
Scenedesmus behandelt. Scenedesmus steht den als Chlorellen bekannten 
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Algen sehr nahe. Chlorella ist durch die Arbeiten Warburgs zum k\as. 
sischen Versuchsobjekt geworden. Die Versuche mit Chlorella stehey 
im Mittelpunkt aller neueren Berechnungen und Betrachtungen jiber 
die Photosynthese und haben vor allem der Willstatter-Stoll schey 
Theorie zu einem langen Leben verholfen. 


Vor einigen Jahren fand van der Paauw recht auffallige Unter- 
schiede zwischen dem Stoffwechsel von Stichococcus (32) und Hor. 
midium (31) gegentiber dem als Norm bezeichneten Ablauf der gleichen 
Xeaktionen bei Chlorella. Er betonte daher die Notwendigkeit weiterer 
vergleichender Untersuchungen. 


Bei Hormidium beobachtete van der Paauw eine merkwiirdive 
Unempfindlichkeit gegen Blausdure in etwa 10-4 mol. Konzentration. 
Dabei gilt Blausiure als ein fiir die Assimilation ganz spezifisches Cift. 
Die hohe Empfindlichkeit gegen Blausdure gehért seit den Unter. 
suchungen Warburgs zu den besonderen Merkmalen der sogenannten 
Blackmanschen Reaktion, ein Kriterium, das durch die Beobachtungen 
an anderen Pflanzen bestatigt Worden ist. Die Tabelle I gibt einen 
Vergleich der Wirkung von zehntausendstel molarer Blauséiure auf 
Atmung und Assimilation einiger Algenarten. Mit Ausnahme von 
Hormidium findet man bei den ersten sieben Arten (Chlorella bis 
Nitschia) eine starke hemmende Wirkung auf die Assimilation, 


waihrend die Atmung ebensogut gehemmt wie beschleunigt sein kann. 
Bei allen bisher untersuchten Pflanzen ist aber die Atmung immer 
unempfindlicher gegen die Wirkung der Blausaure als die Assimilation. 
Und wo die Unterschiede grof genug sind, ist es ein Leichtes, Atmung 
und Photosynthese scharf voneinander zu trennen, mit dem Ergebnis, 
daB die Atmung normal weiterlauft, wihrend die Assimilation ausye- 
schaltet wird. ° 


Tabelle I. Wirkung von 1.10-4mol. HCN auf die Atmung und 

Assimilation verschiedener Algen. (Assimilation bei hohe: 

Lichtintensitat.) Hemmung (—) oder Beschleunigung (+) in 
Prozenten des normalen Stoffwechsels. 





Atmung Assimilation 
Fo 970 


Literatur 


COUMBUS ew + 20 Warburg; Emerson 
Oscillatoria . . ... — 80 . Emerson 
Se ore + 27 Emerson 
Stichococcus .... + 100 =~ 40 van der Paauu 
Mormidiom ..... + 33 + 10 bis van der Paauu 
Gigartina Cea oe _ — 60 Emerson u. Green 
Nitschia clost.. . .. — 90 — 100 unver6ffentlicht 


Scenedesmus spec. D 1 75 bis --9% +0 bis — 20 
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Ganz anders verhalt sich, wie ich gefunden habe, Scenedesmus}. 
Es ist ein gliicklicher und wichtiger Zufall, daB in dieser Alge die Rollen 
vertauscht sind. Die Atmung wird nicht wie bei Chlorella beschleunigt, 
sondern wie bei Oscillatoria und Nitschia sehr stark gehemmt. Die 
Assimilation ist — in Grenzen, die wir noch kennenlernen werden - 
fast véllig unempfindlich gegen Blausaure, und dieser seltene Umstand 
ermOglicht es bei Scenedesmus, Assimilation und Atmung so zu trennen, 


daB die Assimilation tbrigbleibt. 


Einteilung der Arbeit. 
Kultur des Versuchsobjekts. 
Methode der Messungen. 
Wirkung der Blausadure auf die Atmung. 
Wirkung der Blausaiure auf die Assimilation. 
Wechselwirkung zwischen Assimilation und Atmung. 
a) Kompensation der Atmung. 
b) Scheinbare und wahre Assimilation bei hohen Lichtintensitaten. 
Die Bedeutung der Katalase fiir die assimilierende Zelle. 
a) Die Versuche von O. Warburg. 
b) Die Rechnung von K. WoAl. 
c) Blackmansche Reaktion und Peroxydspaltung bei Scenedes- 
mus. 
Wirkung kleiner Peroxydmengen auf die Blackman sche Reaktion. 
Zur Theorie der Assimilation. 


I. Kultur des Versuchsobjektes. 


Die Alge, als Scenedesmus obliquus bestimmt, ahnelt in ihrem physiologi- 
schen Verhalten mehr einem als Scenedesmus basiliensis bezeichneten Stamm 
des Prager Pflanzenphysiologischen Instituts. Sie wachst ahnlich wie 
Chlorella recht gut sowohl in sauren wie alkalischen Nahrmedien folgender 
Zusammensetzung : 


Nahrlésung I Ndhrlésung II 
im Liter Aqua dest. : im Liter Aqua dest.: 
0.2¢ NH,NO,, 2,0¢ NaHCO,, 
05g MgSO, 7H,0, 2,0¢ KHCO,, 
0.1 g CaCl, 6 H,O, 05g NH,NO,, 
l4cem m/20 Phosphatlésung, px 6, 0,5g¢ MgSO,, 7 H.O, 
0.5cem 1° ige FeSO, 7 H,O. 0,2 g¢ CaCl, 6 H,O, 
0,2 ¢ KH,PO,, 
0.5ceem 1°,ige FeSO,, 7 H,O. 


1 ,,Weit verbreitete Gruppe, welche sowohl Formen umfaBt, welche 
in kleinen als groBen Wasserbecken leben, als auch reine Planktonformen. 
Sehr formenreich und schwierig gegeneinander abzugrenzen.: (Pascher, 
SiiBwasserflora, Heft 5, S. 160. G. Fischer, 1915.) 
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Bei langerer Kulturdauer ist festes MgNH,PO,,6H,O als Bo 
kérper giinstig. 

Fiir Reinkulturen auf Agar wurde Nahrlésung I mit 1°, Agar, 0.) 
Glucose und 0,1°, Pepton verwendet. Das Phosphat soll schwach alkalis), 
sein, da beim mehrmaligen Sterilisieren der Nahrboden die Neigung hat. 
sauer zu werden. 

So bequem die Verwendung von Carbonatpuffergemischen jac} 
Warburg fiir Assimilationsversuche ist, so sind doch von vielen Seite 
Bedenken geaiuBert worden [vgl. Emerson (11)]. Bicarbonatlésungen, s 
hieB es, sollten unphysiologisch sein und die Ergebnisse verfalschen. |) 
der Tat gibt es eine Reihe von Pflanzen, die offenbar ein hohes py nicht 
vertragen. Die sicherste Methode, mich von der Unschadlichkeit voy 
Bicarbonatlésungen fiir den Stoffwechsel von Scenedesmus zu iiberzeugen. 
schien mir, die Algen vor dem Versuch in Bicarbonatlésung wachsen 7) 
lassen. Wurden die Algen dann fiir den Versuch in Carbonat-Biearbonat 
puffer umgesetzt, so war die Anderung in der H-lonenkonzentration des 
umgebenden Mediums nicht so erheblich, als daB man eine besondere 
Beeinflussung der Assimilation zu fiirchten hatte. Mit der Zeit habe ich den 
Eindruck gewonnen, da zwar geringe Unterschiede im Stoffwechsel save 
oder alkalisch kultivierter Algen vorhanden sein mégen, daB diese Unte: 
schiede bei den meisten Versuchen aber vernachlassigt werden kénnen. Di 
viel Bicarbonat enthaltenden Nahrlésungen eignen sich vorziiglich, um ohne 
besondere Wartung eine starke Vermehrung der Algen zu erhalten. Sie 
lassen sich aber schwer steril herstellen. Fiir Reinkulturen sind saure Nil 
medien vorzuziehen, nur muB man durch Einleiten von verdiinntem Kohlen 
dioxyd fiir eine ausreichende Belieferung mit Kohlensaure sorgen. 

Die zu den folgenden Versuchen_werwendeten Algen sind bei triibhem 
Winterwetter im Gewachshaus gezogen worden ohne nachtliche Zusatz 
beleuchtung. Die Zellmenge in der fertigen fiir den Versuch bereiteten 
Suspension wurde durch Zentrifugieren einiger cem im Hamatokriten 
bestimmt. 

Das Verhaltnis Feuchtvolumen zu Trockengewicht fand ich zu 270/50 
oder 5,5: 1. 

Messungen der Quantenausbeute bei der Assimilation von Scenedesmus 
liegen noch nicht vor. Die maximale Assimilationsleistung scheint geringe: 
zu sein als bei Chlorella. [Vgl. Emerson (11)]. 


iG] 


II. Methode der Messungen. 


Der Stoffwechsel wurde manometrisch nach Warburg gemessen. In 
alkalischen Suspensionsfliissigkeiten, bei denen der Kohlensaurepartialdruck 
der Fliissigkeit zu vernachlassigen ist, wird die Assimilation mit Hilfe de: 
einfachen GefaBkonstanten fiir Sauerstoff berechnet. Werden saure Ve! 
suchsl6sungen verwendet, so setzt sich die abgelesene Druckanderung im 
Manometer aus den sich teilweise kompensierenden Anderungen des Kohlen 
saure- und des Sauerstoffdruckes zusammen. 

Die Umrechnung der Manometerausschlage in emm absorbierten ode: 
entwickelten Sauerstoff an Hand der von Warburg gegebenen Forme!n 
erfolgte unter der Annahme eines respiratorischen und eines assimilatorischen 
Quotienten von — l. 

E. Negelein (29) hat gezeigt, daB die hemmende Wirkung von Giften 
den Wert des Assimilationsquotienten unverdndert 1la4Bt. Kleine A) 
weichungen vom Wert I, die gelegentlich bei normaler Assimilation ge 
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messen worden sind, wiirden Versuch und Kontrolle im gleichen Mage 
petreffen und fiir das Endergebnis ohne Bedeutung sein. Sind Ko, und 
Keo, die GeféBkonstanten fiir Sauerstoff und Kohlenséiure, h die ab- 


velesene Druckanderung, so ist 


Ko, . Keo, 


Keo, — Ko, 


+ Xo, = FCO, h.Q=h 

Bei den Versuchen mit Blausaure ist zu beachten, dai die Blausadure 
in sauren Lésungen nahezu_ vollstandig als undissoziierte HCN _ ihre 
Wirkung entfalten kann, in alkalischen Medien aber nur zum geringeren 
Teil als HCN vorliegt. Obgleich sich die Konzentration an HCN aus der 
Wasserstoffionenkonzentration der Lésung errechnen laBt, ist es einfacher 
und genauer, dort, wo es auf die absolute GréBe der hemmenden Wirkung 
einer bestimmten HCN-Konzentration ankommt, saure Suspensions- 
fliissigkeiten zu verwenden. Die Cyanidlésungen habe ich aus einem 97 °,igen 
Praparat von Kahlbaum vor jeder Versuchsreihe frisch bereitet. 

Um bei geringen Ausschligen mit Nutzen noch halbe Millimeter an der 
Manometerskala ablesen zu kénnen, erwies es sich als giinstig, nicht den 
Thermostaten durch Kiihlung und Heizung auf Zimmertemperatur zu 
halten, sondern die Temperatur im Zimmer zu regulieren. Es wurden die 
raschen wellenférmigen Schwankungen vermieden, die bei den einfacheren 
Thermoregulatoren auftreten. Ein langsamer Gang der Temperatur iiber 
mehrere Zehntel Grade im Laufe von Stunden schadet viel weniger. 

Als Lichtquellen habe ich Natriumdampflampen und Metallfaden- 
lampen benutzt. Erstere strahlen sehr wenig Warme aus. Man kann sie, 
wenn sie auBerhalb des Thermostaten vor einem Fenster angebracht werden, 
ohne besonderes Warmefilter benutzen. Eine st6érende Erwarmung des 
Thermostaten oder der GefaBe tritt kaum in Erscheinung. Die Variation 
der Intensitat wurde bei den Natriumdampflampen durch Anderung der 
Entfernung erreicht. —- Bei den Metallfadenlampen muB die Warme- 
strahlung sorgfaltig durch geniigend dicke Wasserschichten abgefangen 
werden, bevor das Licht in den Thermostaten eintritt. Sonst entstehen 
im Augenblick der Belichtung nach einer Dunkelperiode Druckanderungen, 
die auf einer Erwarmung der ManometergefiBe beruhen. 

Vollstandig laBt sich die Warmewirkung natiirlich niemals beseitigen, 
da ein Teil des sichtbaren Lichtes in Warme umgewandelt wird. Aber diese 
Wirkung liegt wohl unterhalb der Manometerempfindlichkeit. 

Die Lichtintensitat der Metallfadenlampe (500 Watt Stromverbrauch) 
regulierte ich mit Grauglasern von Schott u. Gen. 

Die Messung der Lichtintensitat erfolgte mit einer Selensperrschicht- 
zelle und einem auf diese Zelle abgestimmten Galvanometer, sog. ,,Lux- 
meter*‘, dessen Empfindlichkeit ausreichend war, um Unterschiede von 
wenigen Lux festzustellen. Es zeigte sich, da héhere Intensitéten als 
1000 bis 2000 Lux nur nach Abdimpfung mit einer Grauscheibe bekannter 
Durchlassigkeit genauer zu bestimmen waren, weil die Sperrschichtzellen 
bereits bei dieser Intensitat, also unterhalb der Intensitat des diffusen 
Tageslichtes, Sattigungserscheinungen zeigten. Die Ausschlage des Meb- 
instrumentes sind dann nicht mehr der Lichtintensitat proportional. Die 
hohen Lichtintensitaten sind deshalb niemals direkt bestimmt, sondern aus 
den Durchlassigkeiten der vorgeschalteten Graufilter errechnet worden. 

Fiir die Abschwachung des Lichtes der Projektionslampe wurde ein 
Satz von je zwei gleichen Grauglasern NG 5 und NG 6 der Firma Schott 
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u. Gen. benutzt. Mit diesen vier Glasern lassen sich acht Kombinat icone, 
herstellen, die das Licht stufenweise bis auf 0,4°, der Ausgangsintensit;; 


herabsetzen. 


Durchlassigkeit fiir das sichtbare Spektrum. 





Berechnet Gemesse: 


Grauglas NG 6, Nr. 22437, 4mm .... 0,55 0,56 
Grauglas NG 5, Nr. 22585, 3mm ... . 0,09 0,11 


Diese sind die Werte fiir die Durchlassigkeiten der verwendeten Filte 


fiir das ganze unfiltrierte sichtbare Spektrum der Metallfadenlampe, ¢ 
rechnet nach den Angaben der Fabrik und nach eigenen Messungen. De; 


Unterschied ist nur bei dem dunklen Glas NG 5 auffallig. Der Grund lieg 


wohl darin, daB dieses Glas eine gewisse griinliche Eigenfarbe hat und da; 
bei der geringen allgemeinen Durchlassigkeit schon geringe Dickenunte: 


schiede ins Gewicht fallen. Die in den Versuchsprotokollen gegebenen 
Zahlen fiir die Lichtstarke sind mit Hilfe der direkt gemessenen Werte 


erhalten worden. 
Bei der Messung der Lichtintensitaét wurde die lichtempfindliche Ze); 
an die Stelle des ManometergefaBes, jedoch oberhalb des gesenkten Wasse: 


spiegels, in den Thermostaten gebracht. Sie war an einem Gestell befestigt. 


das ebenso wie das Manometer in der Schiitteleinrichtung bewegt werde: 
konnte. Auf diese Weise lieB sich die gleichmaBige Belichtung benachbarte: 
Manometer leicht feststellen, eine Bedingung, die wahrend des Versuch: 
durch Austausch der Platze von Kontroll- und VersuchsgefaiB nachgepriifi 
wurde. 

II. Wirkung der Blausiure auf die Atmung. 

Die Atmung von Scenedesmus ist wie bei vielen Organismen deutlich 
abhangig vom Zustand der Zellen, von der Menge der gespeicherten 
Assimilate und daher auch von den Kulturbedingungen. Wahrend di 
Atmung von Chlorella im Dunkeln rasch absinkt, habe ich die Atmung 
von Scenedesmus oft langere Zeit konstant gefunden. 


Die Wirkung der Blausaiure auf die Atmung (Tabellen IT bis IV 
und Abb. 1) verandert sich sehr merklich mit der Zeit. Die Hemmung 
welche durch HCN-Konzentrationen kleiner als 10-4 bewirkt wird 
verschwindet um so schneller, je geringer die urspriinglich zugesetzte 
Blausiuremenge ist. HCN-Konzentrationen gréBer als 2 . 10-4 pflegen 
in ihrer Wirkung mit der Zeit zuzunehmen, so daB schlieBlich auch nocii 
die ,,Restatmung“ verschwindet. Auffallend ist die sehr starke Wirkung 
kleiner Blauséuremengen in den ersten Minuten nach der Zugabe des 
Giftes. Bei m/10000 HCN ist die Hemmung oft vollstandig, um dann 
in den meisten Fallen innerhalb von 20 Minuten auf etwa 75% zuriick- 


zugehen. Dieser Hemmungsgrad verringert sich dann nur langsam. 
Gelegentlich bleibt aber die vollstandige Atmungshemmung viele 
Stunden bestehen. Vgl. Tabelle XIV. Jedenfalls spielen noch unbekannte 
Faktoren innerhalb der Zelle eine sehr merkliche Rolle. Van di’ 
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Paauw (32) hat dasselbe bei Hormidium beobachtet. Die ,,Streuung“‘ 
der Blausiurewirkung ist allerdings in meinen Versuchen viel kleiner. 

Geringe Beschleunigungen durch sehr kleine Blausiuremengen 
habe ich zuweilen beobachtet, doch erreichen sie nicht entfernt die bei 


Tabelle Il. Einflu8 der Blausaureauf die Atmung von Scenedesmus 
spec. D. 1. 
Junge Kultur. Mit Phosphatpuffer gewaschen und suspendiert in m/40 
Phosphatlésung, py 5,9. Je 0,072 ccm Zellen (12 mg Trockengewicht) in 
4cem Suspension. J’ = 19°. Gas: Luft. Im Einsatz der GefaBe 0,2 cem 
5°,ige KOH, aufgesogen in Papierréllchen zur Vergr6éBerung der absor- 
bierenden Oberflache. 





Gefah Nr. 2: : 20 
Gasamtvolumen,cem.... . ‘ ‘ 18.9 
Volumen der Fliissigkeit. . . % 6 4,24 
< des Gasraumes.. . u 3, 14,66 
efakonstante fiir Sauerstoff 
¥ ss 1,38 


Konzentration an HCN ... - m/1000 m/10000 m/100 000 


Dunkel 
20 Min. Ausgleich 
20 ,, gemessen,mm 9 - 2% 2,5 
mm.KO, =cmm . - 3,2 


ee 90% 


fabele II]. Relative Unempfindlichkeit der Blackman schen 
Reaktion in Scenedesmus gegeniiber Blausdure. 
Scenedesmus, alte Kultur, in Bicarbonatmedium gewachsen, suspendiert in 
Carbonatgemisch, m/20, 9 Teile NaHCO, + 1 Teil K,CO,, 5 cem Suspension 
mit etwa 50emm Algen. T = 20°. Gas: Luft. Licht: Na-Lampe 5000 Lux. 





a 2 


+emm Sauerstoff 


beob. korr. beob. korr. 


beob. korr. 


Hell 30Min. .. 2... |) +20 ! 
- 26 + 28 29 


Dunkel 30 Min... ... — §& 


0.1 eem m/100 
—m/5000KCN 


Hel oo Mims. + 23 +. 33 - 
- $1 | + 35 1 32 
Dunkel 30 Min... . . . - § 2 


Dunkel 15 Min., Zusatz von: 


Die Atmung ist hier normalerweise ein Drittel der scheimbaren, ein 
Viertel der wahren Assimilation bei 5000 Lux. Zusatz von Cyanid bewirkt, 
la} die Atmung nur noch den 16. bis 18. Teil der Assimilation betragt. Die 
wahre Assimilation bleibt dabei unverandert oder ist sogar ein wenig be- 
schleunigt. 
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Tabelle IV. EinfluB kleiner Mengen Blausaure auf Assimila 
und Atmung von Chlorella und Scenedesmus. 


Na-Lampe 5000 Lux je 0,025cem Algen in 5cem Carbonatgemiscl 
9 Teilen m/20 NaHCO, und 1 Teil m/20 Na,CQO,. Gas: Luft. 7' 





Chlorella Scenedesmus 





Gefab Nr. 9 4 


+ emm Sauerstotf 





beob. korr. beob. korr beob. 


Mell 10\Min.. . . 6540-6. +66 +66 > + 32 + $2 + 34 
Dunkel 5 Min. ..... + 0 + 0 + 0 


PUMORE VOR 2k ks 8 m/5000 KCN ‘5000 KCN 


Dunkel 10 Min... . .. - 2 2 

Hen 20 Min... wk ot + 32 - 32 

Dunkel 110 Min. . . . . — 14 +. = +. 33 : 1 35 

Dunkel 10 Min. .... — ] 1 

Wes 10s ee + 34 30 2 
31 + 31 


~ 


Dunkel 10 Min. .... — 2 ee 


In Chlorella wird nur die Assimilation, und zwar um 50% gehemit 
In Scenedesmus wird nur die Atmung, und zwar um 75% gehemmit 


8 
8 
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Abb. 1. Wirkung steigender Konzentrationen an Blausdure auf Atmung und Assimilation 
Scenedesmus spec. D 1. 
Algen 14 Tage im Gewiichshaus geziichtet. Mit m/40 Phosphatpuffer Py 5,8 dreimal gewascher 
und zum Versuch suspendiert. 0,058 ccm Zellen in 5 cem Suspension. Zellform in dieser Kultur 
besonders linglich. Zellen oft in Paketen zu vieren oder mehr nebeneinander. 
T = 20°, Gas: Luft mit 5% CO,. 
Atmung: ——— = 30 Minuten nach Versuchsbeginn, -—— = 360 Minuten nach Versuclis 
beginn. 
Assimilation: 0 bei 12000, ™ bei 1300 und @ bei 144 Lux. Die Héhe der Rechtecke gibt dir 
Schwankungsbreite von 5 bis 6 Assimilatic gen im Laufe von 8 Stunden. Die Wert: 
sind fiir die (mit der Zeit anwachsende) Atmung korrigiert und auf eine Belichtungsdauer vou 
5 Minuten umgerechnet. Bei den héheren Intensititen wurde die Induktionszeit mit 10 bis 
15 Minuten abgewartet, bei den niederen der MeBgenauigkeit halber die Belichtungszeit au! 
30 Minuten ausgedehnt. 
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Ergebnis. (Abb. 1) Die Atmung ist gegen Blausaiure sehr empfindlich, 
loch werden geringe Blauséuremengen durch den Stoffwechsel der Algen mit 
der Zeit beseitigt. Die Atmung steigt dann wieder an. 

Die Assimilation wird nur bei sehr hohen Intensitaéten und auch da nur 
im etwa 15°, gehemmt. Praktisch laBt sich mit Blausiure die Assimilation 


solieren. 


Chlorella und Stichococcus festgestellten Ausmabe. Bei Betrachtung 
der Tabelle I méchte man glauben, daB die beschleunigende Wirkung 
kleiner Blausiuremengen auf die Atmung eine allgemeine Eigenschaft 
aller Algenarten sei, die nur in einigen durch die unabhaingig davon 
auftretende Hemmung verdeckt wird. Ob die Verbrennung der Blau- 
siure wirklich die Ursache der Beschleunigung ist, mite noch unter- 
sucht werden [vgl. O. Warburg (36)]. Es ist durchaus denkbar, dab 
die Blausiure zwar im Atmungsprozef verbrannt wird und dadurch 
mit der Zeit aus der Zelle verschwindet, aber unabhangig davon eine 
echte aktivierende Wirkung entfaltet. 

m/2000 HCN setzt bei einer Intensitat von 5000 Lux die Ge- 
schwindigkeit der Photosynthese um 38° herab. Diese Hemmung 
verschwindet vollstandig bei der kleinen Intensitét von 400 Lux. 


lfabelle V. Wirkung héherer Konzentrationen an Blausaure auf 
die Assimilation. 


T = 20°. Licht: Na-Lampe 5000 Lux. 





6 4 a 


0,038 cem Zellen 
in m/20 Carbonat- 
puffer 

Gas: Luft mit 59%, CO, Gas: Luft 





0,09 eem Scenedesmus-Zellen in 5 ecm 
m/40 Phosphatliésung, pH 5,9 


Hell 10 Min. . . + 102 + 99 + 110 + 35 


Zusatz von HCN m/1000 m/300 m 100 m/250 KCN 
~ m/600 HCN 


Nach 90 Min. 
Hell 10Min. . . +51 +17 — 
Hemmung . . . 50% 82% 
Nach 14 Std. 

Hell 10 Min. . . + 43 +15 +2 
Hemmung .. . 59% 85% — 94% 
Algen gewaschen (etwa 5% Verlust) 

Hell 10 Min. . . _ - + 45 + 32 


Die hier angewandten Blausiuremengen hemmen die Atmung der 
Algen natiirlich vollstandig (vgl. Tabellen II bis IV). Von der Assimilations- 
titigkeit bleibt dagegen noch ein erheblicher Anteil erhalten. Weiter ist 
wichtig, daB eine Hemmung um 94°), noch nach 14 Stunden vollig reversibel 
sein kann. 
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Tabelle VI. Abhangigkeit der Blausaurewirkung auf die Assimila 
tion von der Lichtintensitat. 
Junge Scenedesmuskultur. 0,090 cem Zellen in je 5cem m/40 Phosphat 
puffer, py 5,9. 7’ = 21°. Gas: Luft mit 5% CO,. 





a ae 2 4 


+ emm Sauerstoff 


a) 5000 Lux. 


Assimilation 
ohne Zusatz 


nicht 
Dunkel 10 Min. . - 39 35 - 36 eres, 
1110 Mi : + 130 4+. 115 4 195 Shedaie 
Hell 10 Min... . + 130 + 115 + 123 Mittel aus 
2,6 u. 4 


Hell korr.. . . ae + 169 + 150 + 159 
HCN-Zusatz . . m/50000 = m/10000 = m_/2000 


Dunkell10 Min. , — 2 6 2 | — 0:5 

Hell 10 Min... - | + 15% + 150 + 100 

Hell korr.: . . + 16 - 167 + 152 +. 100.5 
b) 400 Lux. 

Dunkel 20 Min. . : — 13 

Hell 15 Min., | pe ; 

Dunkel 5 Min. { 23 i + 18 


1 
5 


Hell korr.: 15Min. + + + 31 


(Umger. 10 Min. } + 21 
Nach 4 Stunden: c) 5000° Lux. 
Dunkel10Min. . || — 27 i ~- ‘6 
Hell 10 Min., | ‘ ac ; , 
Dunkel5 Min. | + 113 1 + 116 
Hellkorr.:10Min. + 140 + 135 + 122 


Wahrend m/50000 und m/10000 HCN auch bei der héheren Licht- 
intensitét ohne Wirkung auf die Assimilation sind, wird die Atmung 
der Algen durch diese Giftkonzentrationen sehr stark beeinflult 
Bereits 2. 10-° mol. HCN erniedrigt die Geschwindigkeit der Atmung 
auf etwa die Halfte. Der Kompensationspunkt wird dadurch so stark 
verschoben, daB die bei 400 Lux stark iiberwiegende Sauerstoffaufnahme 
(-- 23 cmm) in eine Sauerstoffabgabe umschligt (+ 11 emm). Die 
scheinbare Assimilation, der AssimilationsiiberschuB, steigt bei der 
niederen Lichtintensitét von 400 Lux mit zunehmender Blausaure- 
konzentration steil an. Beriicksichtigt man aber die zugehorige Atmung, 
so erhalt man fiir die wahre Assimilation tiberall die gleichen Werte. 


Fiir eine direkte Einwirkung des Lichtes auf die Atmung, die nach 
Angaben von &. N. Dhar (10) und van der Paauw bei ihren Versuclhis- 
objekten vorhanden sein soll, habe ich bei Scenedesmus nicht die 
geringsten Anhaltspunkte gefunden. 
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Tabelle VII. Die Assimilation von Scenedesmus und Chlorella bei 

schiedenen hohen Lichtintensitaten ohne Zusatz und mit 
m/5000 HCN. 

Naibrlosung I. py 6. JT = 20°. Gas: Luft mit 5°, CO,. Belichtung: 

Projektionslampe, 500 Watt Stromverbrauch. Graufilter der Durchlassig- 

keiten 0,56, 0,31, 0,11 und 0,035. Samtliche Ablesungen auf -- emm O, 

in der Zeit von 10 Minuten umgerechnet. Durchschnittswerte aus je zwei 
bis fiinf Messungen. 


vel 





GefiB Nr... . 2 6 4 5 


0,047 cem Scenedesmus in je 5 ecm 0,038 cem Chlorella in je 5 cem 
ohne Zusatz mit m/5000 HCN ohne Zusatz mit m/5000 HCN 





Atmung (fiir 


Korrektur) : — 3,3 — 0,78 — 0,70 — 0,62 


korr. 


Assimilation beob. | korr. | beob. korr. beob. korr. beob. 


30000 Lux | + 80,2 | +. 46,2 + 51,0 + 18,2 
+ 83,5 + 47,0 E + 18,8 
17000 Lux + 60,0 +. 45,0 
+ 63,3 + 45,8 
9 300 Lux +. 59,0 + 29,0 
+ 62,3 +. 29,8 
3 300 Lux - 23,0 + 18,6 
+. 26,3 
1050 Lux + 4,7 + 6,2 
+ 8,0 


IV. Wirkung der Blausiure auf die Assimilation. 


Die Assimilation in Scenedesmus reagiert auf die iibliche Dosis 
von 10-5 bis 10-4 mol. Blauséure bis zu den Lichtintensitaéten von 
10000 Lux praktisch iiberhaupt nicht. Steigert man aber die Gift- 
konzentration oder die Lichtintensitaét, so macht sich allmahlich eine 
spezifische Wirkung der Blausaure geltend. Die Unempfindlichkeit der 
Assimilationsreaktion ist also nicht absolut, sondern relativ. Sie geht 
immerhin so weit, daB Scenedesmus in einer m/1000 Blausaurelésung, 
in der die Sauerstoffproduktion aller bisher untersuchten Objekte zum 
Stillstand kommt, sehr lebhaft zu assimilieren vermag. Bei hoher Licht- 
intensitat ist noch ein Drittel bis ein Halb der normalen Assimilations- 
leistung vorhanden (s. Tabelle V). 

Angriffspunkt der hemmenden Wirkung ist die Blackmansche 
Reaktion. Denn aus den Tabellen VI und VII und Abb. 1 geht hervor, 
da die Hemmbarkeit eine Funktion der Lichtintensitaét ist und bei 
kleinen Intensitaéten vollkommen verschwindet. Trotz der geringen 
durchschnittlichen Empfindlichkeit kann aber selbst m/50000 Blau- 
siure die Geschwindigkeit der Assimilation meBbar herabsetzen. Es 
ist nur nétig, die Versuche bei ausreichender Lichtsattigung (im konti- 
nuierlichen Licht) auszufiihren, wie die nachstehenden Zahlen beweisen. 
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Tabelle VIII. Wirkung von m/50000 HCN auf die Blackman 
Reaktion. 





+ emm Op» in 10 Min. 
lool Hemmung 





ohne Zusatz mit 2.1075 HCN 


30000 Lux: ... 72 57 21% 
3300 Lax: ... 39 38 0% 


Die Wirkung der Blausaure ist reversibel, auch nach vielen Stunden 
Nur Konzentrationen, die etwa m/100 betragen, verursachen mit der 
Zeit bleibende Schadigungen (Tabelle V). 

Kiirzlich hat R. Weiss (39) die reversible photochemische Oxydation 
und Reduktion von Chlorophyll in vitro durch Ferri- und Ferroionen 
beschrieben. Er verbindet diese Beobachtung mit dem, was Limerson 
und Arnold (12) (13) und wir tiber die Chlorophyll- bzw. Assimilations. 
einheit gesagt haben, und meint, der Reduktionsvorgang in der Pflanze 
bestehe aus einer seinem Versuch in vitro analogen Umsetzung des 
Chlorophylls mit freien Eisenionen. Abgesehen davon, daB Chlorophy! 
kaum an der Reduktion chemisch beteiligt sein diirfte, geben bekanntlich 
freie EKisenionen mit Blausdéure bestandige Verbindungen nach Art der 
Ferrocvanwasserstoffsiure. Eine 14stiindige Einwirkung der Blausiure 
in einer Konzentration von m/250 bis m/600 bei Zutritt von Luftsauer- 
stoff wiirde unter den von Weiss angenommenen Umstanden nicht zu 
einer leicht dissoziierenden Verbindung fiihren, sondern eher zur Bildung 
von Berliner Blau. Wir haben bis jetzt keinen Grund, an der Warburg- 
schen Auffassung zu zweifeln, nach welcher der blauséureempfind!iche 
Teil des Assimilationsapparates eine organische komplexe Schwer- 
metallverbindung ist. ; 

. Es fragt sich, warum die Schwermetallkatalyse in Scenedesmus 
soviel weniger empfindlich ist als in Chlorella. Eine sichere Antwort 
lift sich noch nicht geben. Neben einer Verschiebung der Affinitat des 
Katalysators zu Blausiure durch Umstande, die offenbar fiir den Ablauf 
der Assimilation belanglos sind, kénnte auch das Verhaltnis von Kata- 
lysatormenge zur Zahl der Reduktionsorte von EinfluB sein. 


DaB kleine Giftmengen auf die Assimilation direkt beschleunigend 
wirken, ist von vander Paauw bei Versuchen mit Blausiaure, von 
1. Kohn (26) bei Versuchen mit Jodacetamid beobachtet worden. An- 
deutungen eines gleichen Effektes finden sich hier und da in den tabella- 
risch dargestellten Versuchen. Sie sind aber sehr klein gegeniiber den 
enormen scheinbaren Beschleunigungen der Assimilationsgeschwindig- 
keit, die bei Scenedesmus durch die einseitige Hemmung der Atmung 
hervorgerufen wird. 
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V. Wechselwirkung zwischen Assimilation und Atmung. 


Samtliche Messungen der Assimilation bei griinen Pflanzen sind 
Differenzmessungen. So schreibt z. B. Briggs: 

..With the assimilatory reduction of carbon dioxyde there is the ever- 
present complication of the respiratory oxidation of carbohydrates to 
carbon dioxide. Apart from any possible linkage of these two processes! 
experiment can tell us only the difference between their opposing activi- 
ties” (7). 

Wie groB die Ungenauigkeit wirklich sei, die man durch die un- 
vermeidliche Atmungskorrektur in die Versuche bringt, wird immer 
wieder diskutiert; ein Zeichen, daB eine endgiiltige Antwort auf die 
Frage noch aussteht. Die Antwort kann verschieden ausfallen, je nach- 
dem, ob es sich um Versuche mit niedriger oder hoher Lichtintensitat 
handelt. Bei der Einwirkung kleiner Lichtintensitaten auf die Pflanze 
beobachten wir nicht, dafi die Pflanze Kohlensaéure reduziert, sondern 
nur, daB sich ihre Atmung verringert. Ob Assimilation und Atmungs- 
verminderung dasselbe sind, war bis heute ungewib. Warburg z. B. hat 
fiir Chlorella hier einen Unterschied gemacht. 


Gehen wir zu hohen Lichtintensitaten iiber, so taucht das Problem 
auf, ob nicht die hohe momentane Konzentration der Assimilate eine 
ungew6hnliche Steigerung der Atmung im Licht bewirken kénnte. Dies 


wiirde eine fiir uns nicht feststellbare Verminderung der Assimilation 
bedeuten. Die normale Atmung wird oft, weil sie unter diesen Umstanden 
um eine Gr6Benordnung kleiner ist, vernachlassigt. Mit Scenedesmus 
als Versuchsobjekt lassen sich diese Fragen in ganz anderer Weise 
untersuchen als es bisher méglich schien. 


a) Kompensation der Atmung. 


Wir wissen aus Versuchen unter anaeroben Bedingungen, dab 
Sauerstoff fiir die Assimilation nicht notwendig ist (11) (23). Daraus 
ergibt sich bereits eine véllige Unabhangigkeit der Photosynthese von der 
Atmung. Wenn Scenedesmus in den hier mitgeteilten Versuchen trotz 
vollstandig gehemmter Atmung zu assimilieren vermag, so ist das nur 
eine Bestatigung jenes Befundes*. Die Unabhangigkeit der beiden Stoff- 
wechselvorgange voneinander sagt aber nichts dariiber aus, wie weit 
etwa Zwischenprodukte der Atmung als Substrat fiir die Assimilation 


1 Briggs, Proc. Roy. Soc. London B 1138, 1, 1933. — ? Etwas anderes 
ist es, ob eine lebhafte Assimilation die Funktionen der Atmung im Leben 
der Pflanze einigermaBen zu ersetzen vermag. Ein Versuch in dieser 
Richtung ist véllig negativ verlaufen. Scenedesmuszellen, die in einem blau- 
siurehaltigen Nahrmedium (m/10000 HCN) gehalten worden sind und 
die eine normale Assimilationstatigkeit zeigten, waren nicht imstande, sich 
zu vermehren. 
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dienen kénnen. Diese Méglichkeit ist zuerst in den Versuchen 

O. Warburg (36) tiber den EinfluB8 der Blausaéure auf die Assimilati 
in Chlorella zutage getreten. Sie ist von héchstem Interesse, weil 
vielleicht einen Zugang bieten kénnte zum Problem der Bindung wi 
Umformung der Kohlensiure im Assimilationsapparat und zur Frage 
der Substratspezifitat. Warburgs Ergebnis lautet: ,,Blausaure hemmit 


die photochemische Sauerstoffabspaltung aus Kohlensiure, nicht aber 


die Sauerstoffabspaltung aus Zwischenprodukten der Atmung.. 
In der bestrahlten, blausdurebeladenen Zelle entsteht keine Atmunys 
kohlensaure.‘* Mit anderen Worten: Der Kompensationspunkt scheidet 
einen blauséureempfindlichen von einem blausaureunempfindlichen 
Reduktionsvorgang. Vander Paauw ist dieser Annahme gefolgt und 
hat, da er gewisse Abweichungen bei Hormidium und Stichococcus 
gegeniiber dem Assimilationstyp der Chlorella beobachtet hat, die 
Konsequenzen dieser Zweiteilung ausfiihrlicher diskutiert. Er weist 
darauf hin, daB der Energieverbrauch fiir die Reduktion von Atmungs- 
produkten ein anderer, kleinerer sein kann als derjenige der normalen 
Assimilation, und daB in den bekannten Versuchen von Warburg und 
Negelein iiber den Energieumsatz bei der Photosynthese gerade ic 
Sauerstoffabspaltung aus Zwischenprodukten der Atmung vorherrschei 
gewesen sein mu}. Da wir weder tiber die Energieverhaltnisse hierbe: 
noch iiber die wahre GréBe der Atmyng im Licht unterrichtet seien, halt 
er es fiir angebracht, die Atmungskorrektur besser zu unterlassen und 
nur die experimentell fafibare, sogenannte scheinbare Assimilation als 
,echte’ Assimilation der Kohlensiure zu betrachten. 

Was die energetische Seite des Problems anbetrifft, so brauchen 
wir uns gliicklicherweise um die allgemeine Giltigkeit der Messungen 
von Warburg und Negelein nicht zu sorgen. Die Purpurbakterien 
assimilieren Kohlenséure im Licht unter Bedingungen, die energetisc!: 
fast nur ein Quantum benétigen wiirden (23). Es ist aber bis jetzt nicht 
gelungen, die Zahl der fiir einen Reduktionsvorgang notwendigen 
Quanten unter vier herabzudriicken [French (20)]. Meistens ist cic 
Quantenausbeute viel schlechter. Dies deutet auf ein allgemeines 
Prinzip, auf das wir weiter unten eingehen werden. 

Zu welchen Ergebnissen wir gelangen wiirden, wenn wir bei Scene- 
desmus die Atmungskorrektur unterlassen, zeigt ein Blick auf dic 
Tabellen VI und IX. Zusatz von Blausaéure bewirkt bei Scenedesmus 
in den meisten Fallen eine enorme Steigerung der scheinbaren, also 
,echten‘S Assimilation. Man kann auch leicht mit etwas Blausaure <lie 
Kompensationsreaktion in eine Kohlensiurereduktion verwandeln, — es 
wird dann in Gegenwart von Blausaure auf einmal Sauerstoff produziert, 
wihrend ohne Blausaure Sauerstoff absorbiert wurde usf. Korrigieren 
wir aber, um die wahre Assimilation zu erhalten, in der iiblichen Weise 
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Tabelle IX. Verschiebung des Kompensationspunktes durch 
Blausaure (vgl. Tabelle IV). 
Scenedesmus, dichte Suspension. 0,152 ccm Zellen in 5 cem m/30 Phosphat, 
py 5.8. T= 19,5°. Gas: Luft mit 5°, CO,. Belichtung: Metallfadenlampe 
mit Graufilter. 





GefiB Nr. 5 | 3 


mit m/12000 HCN) mit m/6000 HCN 








beob. korr. beob. korr. beob. korr. 


Dunkel (a) 10 Min. . . . .|) — 20 5 4 | 
12000 Lux, 5Min...... ~ 
Hell 2,5 Min., Dunkel3,5 Min. | + 50 s + 52 
Hell 2,5 Min., Dunkel 3,5 Min. | + 49 . + 40 


Hell 5 Min. korr. 


1300 Lux: 
Hell 5 Min., Dunkel 5 Min. . 
Hell 5 Min., Dunkel 5 Min. . 


Hell 5 Min., korr. . 
Dunkel (b) 10 Min. . 


1300 Lux: 
Hell 5 Min., Dunkel 3 Min. . 


Hell 5 Min., korr. . 


145 Lux: 
Hell 30 Min., Dunkel 2 Min. 
Dunkel (c) 80 Min. 


Hell 30 Min., korr. nach (b) . a a + 10 
Hell 30 Min., korr. nach (ce) . ae + 10 
(Meta Min Sk. (+ 1,25) (+ 1,66) 





Um den Sauerstoffverbrauch dieser dichten Zellsuspension zu kom- 
pensieren, ist eine Belichtungsstarke von 1300 Lux notwendig. In Gegenwart 
von m/6000 HCN wird der Kompensationspunkt bereits mit der zehnmal 
kleineren Intensitaét von 145 Lux erreicht. Die Assimilationsreaktion selbst 
wird durch diese Verschiebung des Kompensationspunktes nicht beriihrt. 
Eine deutliche Hemmung der Assimilation durch m/6000 Blausaure finden 
wir erst bei 12000 Lux. 


die Hellwerte mit Hilfe der Dunkelwerte, so erhalten wir unbeeinfluBt 
von der Blausdurewirkung eine konstante Assimilationsleistung, die 
bei den hier in Frage kommenden niedrigen Lichtintensitaten sich 
vollig unabhingig von der GréBe der Atmung nur nach der Licht- 
intensitat richtet. 

Da wir den Kompensationspunkt durch Blausaure beliebig her- 
unterdriicken kénnen, miiBte sich bei Scenedesmus ein Unterschied 


17* 
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zwischen Kompensation und Assimilation im Warburgschen Sinne 
herausschalen lassen. Ein solcher Unterschied ist bei Scenedesmus 
sichtlich nicht vorhanden. Es liegt also kein Grund vor, ihn anzunehnien, 
Auch bei Hormidium und Stichococcus diirfte dieser Unterschied jn 
Wirklichkeit nicht bestehen, weil van der Paauw angibt, daB Blausiiure 
nicht unwirksam, sondern nur in verschiedenem Grade weniger wirksam 
wird, wenn es sich um die Assimilation unterhalb des Gaswechisel- 
gleichgewichts handelt. Vergleichen wir nun die Messungen an Scene. 
desmus mit den entscheidenden Versuchen von Warburg. Tabelle X 
ist der Warburgschen Arbeit tiber Chlorella entnommen; Warburg hat 
darin die Werte unterhalb des Kompensationspunktes fiir die Atmung 
korrigiert, die Werte oberhalb des Kompensationspunktes aber un- 
korrigiert gelassen. Er erhalt so eine ,,Sauerstoffabspaltung aus Kohlen- 
siure‘‘, die bei sehr hoher Intensitét in Gegenwart von Blausaure kleiner 
ist als die ,,Sauerstoffabspaltung aus Zwischenprodukten der Atmung’ 
bei niedriger Intensitét. Macht man diese Unterscheidung nicht, so 
ergibt sich, da auch in Gegenwart von m/500 KCN (Carbonatgemisch) 
mit einer Steigerung der Lichtintensitaét ein erheblicher Anstieg der 
Assimilation verbunden ist, z. B. von 17 emm auf 50 cmm in 30’ beim 
Ubergang von 440 zu 19000 Lux. 


Uber einen anderen Versuch mit einer schwacheren Blausiure- 


konzentration, den ich gekiirzt in Tabelle XI wiedergebe, sagt Warburg: 


Tabelle X. Wirkung der Blausaure auf Chlorella in Carbonat- 
puffer. 
cCO,: 91.10-§ Nach O. Warburg, Katalytische Wirkungen, Berlin 1928 
und diese Zeitschr. 108, 188, 1920 (gekiirzt und umgerechnet auf 30 Minuten). 
T = 25°. Ko, etwa 1, 





Unterhalb Oberhalb — Nebenstehende 
Ungefihre | Cyanid- Druck- Druck- des Gas- des Gas- a et 
Belich- Konzen- | anderung | anderung  wechsel- wechsel- korrigiert 
tungs- tration im im gleich- gleich- wie in den 
stirke in Molen Dunkel- | bestrahlten| gewichtes gewichtes = Versuchen mit 
in Lux pro Liter | gefaéB Gefab abgespaltener abgespaltener seenedesmus 
| Sauerstoff Sauerstoff 


440 0 — 37 17 
440 1/1000 — 49 18 
19 000 0 —12 | 
19000 1/1000 | —46 


440 0 — 36 20 
440 1/500 — 40 17 
19 000 0 —12 | 
19 000 1/500 — 46 


440 0 —27 
440 1/200 | —34 
19 000 o | —12 
19 000 1/200 — 29 
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Tabelle XI. Wirkung von m/10000 KCN in Carbonatpuffer auf die 
Assimilation von Chlorella bei hoher und niederer Intensitat der 
Belichtung. 

Nach O. Warburg, Katalytische Wirkungen, S. 355. 





Werte umgerechnet auf je 5 Minuten 


mit 10-4 mol KCN 
Hell Dunkel Hell Dunkel 


ohne Zusatz 





1800 Lux 5 — [ +. 3,5 6,5 
Wahre 
Assimilation 
19000 Lux + 86 —- + 27 

Wahre 


Assimilation 


korr.: + If korr.: + 10 


korr.: + 90 korr.: + 32 


Es ergibt sich somit, daB hier nicht diejenige Bestrahlungsintensitat, 
bei der Gaswechselgleichgewicht herrscht, das Gebiet der Wirkung 
von dem der Wirkungslosigkeit trennt, sondern die kritische Be- 
strahlungsintensitat liegt héher. In n/10000 Blausaéurelésung wird mit 
anderen Worten Kohlensaure noch photochemisch gespalten . . .“* 

Vergleicht man diese Versuche mit den Ergebnissen, die an Scene- 
desmus erhalten wurden, so ist im Grunde kein anderer Unterschied 
vorhanden, als die verschiedene Empfindlichkeit der Assimilations- 
reaktion gegen Blausaure in Chlorella und Scenedesmus. Dieser Unter- 
schied wird durch den absoluten Gegensatz im Verhalten der Atmung 
ungewohnlich hervorgehoben. Es ist sicher beachtenswert, dab die 
Assimilation weder in Chlorella noch in Scenedesmus durch hohe Blau- 
siuredosen ginzlich unterdriickt werden kann, aber dal} diese Rest- 
assimilation in Chlorella ungefaihr die GréBe der Atmungskompensation 
hat, halte ich jetzt fiir Zufall. Als Argument in den Diskussionen tiber 
das Wesen der Blackmanschen Reaktion [vgl. (24)] miissen wir den 
Unterschied zwischen Kompensation und Assimilation wieder aufgeben. 
Wir kénnen nur sagen, daB es fiir jede Blausiurekonzentration eine 
kritische Lichtintensitat gibt, unterhalb welcher ihre Wirkung ver- 
schwindet. Die kritische Lichtintensitat fiir eine bestimmte Blausaure- 
konzentration andert sich auBerdem von Pflanze zu Pflanze. Genaue 
Daten iiber diese Zusammenhange wie iiber die jeweilige maximale 
Assimilationsleistung in kontinuierlichem Licht erscheinen geeignet, 
neue Aufschliisse zu geben. 


b) Scheinbare und wahre Assimilation bei hohen Lichtintensitaten. 

Es ist eine allgemeine und leicht zu verstehende Erscheinung, daB 
Pflanzenzellen, die reich an Assimilaten sind, starker atmen als solche, 
die lange Zeit im Dunkeln gewesen und arm an Brennstoffen sind. Die 
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Korrekturen, die wir bei Assimilationsmessungen auf Grund der Dunket. 
werte einfiihren, diirften nach dem oben Gesagten ebenso richtig bei holier 
wie bei kleiner Atmung sein. Wir korrigieren die Assimilationswerte 
unter der Annahme, daB die Atmung wahrend einer kurzen Belichtung 
konstant bleibt oder bei langerer Belichtuagsdauer nur in dem Mase 
zunimmt, als die Konzentration der Assimilate in der Zelle wiichst. 
Diese Zunahme der Atmung 1aBt sich dann leicht in der Dunkelzeit nach 
der Belichtung feststellen. 

Anders liegt es aber, wenn wir nicht an die Konzentration der 
fertigen Kohlenhydrate in den Chloroplasten denken, sondern an die 
iiberaus hohe Konzentration, welche die ersten Assimilationsprodukte 
am Orte ihrer Entstehung bei intensiver Belichtung erreichen miissen, 
Es fragt sich nun, ob diese momentane Anhaufung leicht oxydierbarer 
Substanzen zu einer ungewohnlichen Steigerung der Atmung im Licht 
fiihren muB, fiir die wir natiirlich keine Korrekturméglichkeit haben. 
Manchmal beobachtet man sofort nach einer Belichtungsperiode eine 
iibernormale Sauerstoffaufnahme durch die Pflanzenzellen, die in 
wenigen Minuten abklingt. Van der Paauw (31) hat dariiber ausfiihr- 
liche Angaben gemacht und halt diese Erscheinung fiir das Ausklingen 
einer solchen Lichtatmung, die nach seiner Darstellung eine ungewéhn- 
liche Hohe erreichen soll. 

Bei Scenedesmus laBt sich die Hypothese einer besonders erhéhten 
Atmung wahrend der Assimilation im intensiven Licht mit Hilfe der 
selektiven Wirkung der Blausaure priifen. Da die Geschwindigkeit der 
Atmung in Scenedesmus durch wenig Blausdéure sehr viel stéarker 
gehemmt wird als die Blackmansche Reaktion, miiBte die Hemmung 
der Lichtatmung mehr zur Geltung kommen als die geringe Depression 
der Assimilation. Wir sollten als sichtbaren Effekt eine deutliche !e- 
schleunigung der Assimilation erhalten. Dies ist in den vorliegenden 
Versuchen nirgendwo der Fall. Hieraus ergibt sich entweder, dal} die 
Lichtatmung in Scenedesmus klein, d.h. zu vernachlassigen ist, oder 
daB sie von der normalen Zellatmung verschieden ist und nicht durch 
Blausiure gehemmt wird. 

An die zweite Méglichkeit muB man denken, weil kiirzlich J. Franck 
und &. W. Wood (18) Versuche publiziert haben, nach denen die von 
H. Kautsky beobachteten Fluoreszenzerscheinungen in_ belichteten 
Pflanzenzellen sich als Photoxydationen adsorbierter Verunreinigungen 
deuten lassen. Jene Autoren haben die Hypothese aufgestellt, dal} die 
Photoxydationen bei hohen Lichtintensitéten einen immer gréferen 
Anteil am Gaswechsel der Zelle beanspruchen und schlieBlich die Assi- 
milation tiberdecken. Damit soll die von Emerson und Arnold entdeckte 
Erscheinung der ,,absoluten Lichtsattigung“ als ein Scheineffekt erk!art 
werden. Es gibt noch kein Experiment, das die Annahme einer photoxy- 
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dativen Lichtatmung zu bestatigen oder zu widerlegen erlaubt. Doch 
lassen sich folgende Einwande erheben, nach denen diese Hypothese 
kaum glaublich erscheint?. Eine glatte Photoxydation der fertigen 
Kohlenhydrate durch molekularen Sauerstoff mit einer ausreichenden 
Geschwindigkeit zu den Ausgangsprodukten, Wasser und Kohlen- 
dioxyd, ist so unwahrscheinlich, daB sie auBer Betracht bleiben kann. 
Substrat der Photoxydation kann nur der hypothetische Formaldehyd 
am Orte seiner Entstehung sein. Da die einzelnen Reaktionsfolgen, 
welche diesen Kérper aufgebaut haben, reversibel sind, ist kaum denk- 
bar, weil dann die vorziiglichen Ausbeuten bei niederen Intensitaten 
schwer verstandlich werden. So bleibt nur die direkte Reaktion CH,O 

O, + CO, -+ H,O, wobei niemals Ameisensiiure entstehen diirfte! 
[Vgl. Briggs (5).] 

Entscheidend kénnte folgendes Argument von A. Wohl sein. 
Emerson und Arnold haben die Reaktionszeit der Blackmanschen 
feaktion einmal direkt in Versuchen mit relativ schwachem inter- 
mittierendem Licht bestimmt und auBerdem aus den Sattigungswerten 
bei kontinuierlicher und intermittierender Belichtung berechnet (12) (13). 
Die beiden Ergebnisse stimmen gut tiberein. Dies diirfte schwerlich 
der Fall sein, wenn neben der Photosynthese eine von der Assimilat- 
konzentration abhangige Photoxydation existierte. Denn in den ersten 
Versuchen von Emerson und Arnold ware diese Photoxydation sehr 
klein und zu vernachlassigen, in den Sattigungsversuchen aber ein 
limitierender Faktor. 

Ich méchte die fliichtige, gesteigerte Sauerstoffabsorption gleich 
nach einer Belichtung nicht fiir das Abklingen einer Lichtatmung, sondern 
fiir eine gerade in diesem Augenblick eintretende Oxydation eines 
Teiles des Assimilationsapparates halten. Experimentelle Befunde, 
die zugunsten einer solchen Auffassung sprechen, sind in Abschnitt VII 
zu finden. 


VI. Die Bedeutung der Katalase fiir die assimilierende Zelle. 


a) Die Versuche von O. Warburg. 


Nach der Hypothese von Willstatter und Stoll folgt auf den photo- 
chemischen Aufbau eines Peroxyds aus der belichteten Chlorophyll- 
Kohlensaureverbindung ein katalytisch beschleunigter Zerfall des 
Peroxyds im Dunkeln unter Abgabe von Sauerstoff. O. Warburg, der 
sich auf Grund seiner ersten Versuche iiber die Blausdiurewirkung auf 
die Assimilation in Chlorella in den Jahren 1919 und 1920 vom Wesen 


1 Anmerkung bei der Korrektur: Diese Hypothese ist inzwischen durch 
eine andere ersetzt worden, nach der nicht molekularer Sauerstoff, sondern 
photochemisch gebildete Radikale fiir die Riickreaktionen und die Licht- 
sattigung verantwortlich sind. [Franck und Herzfeld (42).] 
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der Dunkelreaktion ein anderes Bild gemacht hatte, entdeckte 1924. 
daB die Hydroperoxydspaltung in Chlorellazellen ahnlich empfindlich 
gegeniiber Blausiure war, wie die von ihm Blackmansche Reaktion 
genannten Dunkelprozesse bei der Assimilation. Die mit Uyesugi aus. 
gefiihrten vergleichenden Untersuchungen ergaben folgendes: 





Molare Hemmung Hemmung 
Konzentration der Blackman schen der Katalase- 
an HCN Reaktion wirkung 


0,5 «10-5 2 32 % 
1,0 +104 55 % 83 % 
1,0- 10-3 5 0 93 % 

Warburgs Folgerungen lauten [(36), 8. 307]: 


,.Die Ubereinstimmung ist um so bemerkenswerter, als zwei Vorgiinge 
in Chlorella, die photochemische Reaktion und die Atmung selbst, durch 
m/100 Blausiéiure nicht gehemmt werden.‘ 

»Der Vergleich von Blackmanscher Reaktion und Wasserstoffperox yi 
spaltung spricht durchaus zugunsten von Willstdtters Theorie. Nehmen wi 
diese Theorie als die zur Zeit wahrscheinlichste an, so wird auch die Rolle, 
die das Schwermetall in dem AssimilationsprozeB spielt, verstaéndlich und 
zuriickfiihrbar auf Vorgiinge, die sich auBerhalb der Zelle abspielen.‘‘ 

Und an anderer Stelle: 

,Allerdings ist die Ubereinstimmung in dem Verhalten der Peroxyd 
spaltung und der Blackmanschen Reaktion keine vollkommene, aber eine 
solche ist auch dann nicht zu erwarten, wenn der Katalysator beider Vor- 
ginge identisch ist. Denn Willstdtters Peroxyd ist nicht Wasserstoffperoxyd, 
das Substrat in beiden Fallen also jedenfalls verschieden.** 

Wahrend Warburg nicht daran dachte, die Bildung von wirklichem 
Wasserstoffperoxyd bei der Assimilation anzunehmen, als er die nalhie 
Verwandtschaft beider Reaktionen aufzeigte, haben dann in der folgenden 
Zeit gerade seine Versuche bewirkt, das man sich nicht mehr scheute, 
statt ,,ein Peroxyd‘‘ Hydroperoxyd zu schreiben. 

Dies erschien um so berechtigter, als auch andere Stoffe, wi 
Schwefelwasserstoff, Hydroxylamin, Jodacetat (26) sowohl die Black. 
mansche Reaktion als auch die Peroxydspaltung spezifisch vergiften 
Ferner habe ich vor einiger Zeit die hemmende Wirkung von Kohlenox yi! 
auf die Assimilation von Scenedesmus nach langerer Anaerobiose be- 
schrieben und als Erklarung fiir diese Erscheinung zunachst eine 
indirekte Wirkung auf dem Wege einer Atmungshemmung angenomme! 
spater aber auch eine direkte Wirkung auf die ,,Katalase“* des Assimila- 
tionsapparats fiir méglich gehalten (22). Nun hat einerseits A. 
Stern (33) festgestellt, daB Kohlenoxyd sich nicht mit der gewohnlichen 
Katalase verbindet und andererseits hat W. Kempner (25) eine aus 
gesprochene Hemmung der Atmung durch Kohlenoxyd bei Pflanzen be 
obachtet. Die zweite Erklirung fiir die Wirkung des Kohlenoxyds kénnte 
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denmach nur richtig sein, wenn die gew6hnliche Katalase und das Fer- 
ment der Assimilation verschiedene Fermente sind. Vgl. (43)! 

Es ist jedoch nicht daran zu zweifeln, daB die Katalysatoren der 
Peroxydspaltung in lebenden Zellen und der Blackmanschen Reaktion 
ihnlich oder identisch konstituierte Atomgruppen besitzen, die mit den 
verschiedensten Giften auf gleiche Art reagieren. Da sich auBerdem 
Bildung und Spaltung von H,O, auf dem Papier so einfach in die ver- 
schiedensten Assimilationsschemen einbauen lassen, ist die postulierte 
Rolle der Katalase bei der Photosynthese nicht nur von Willstdtter (38), 
Stoll (34) und Franck (16), sondern auch von anderen Autoren, z. B 
van Niel und Muller (30), Shibata (44) und Nakamura (45), die zum 
Teil eigene Wege gehen, iibernommen worden. 


b) Die Rechnung von K. Wohl. 


Der photochemische ProzeB nach dem Bilde der W illstdtter-Stoll- 
Franckschen Theorie laBt sich bilanzmabig durch die Gleichung 


CoO, + 3H,O = CH,O + 2H,0, 
darstellen. AK. Wohl (40) hat nun zeigen kénnen, daB eine Uberschlags- 
rechnung tiber den Energiebedarf einer solchen Reaktion zu einem 
Wert fiihrt, der weit oberhalb der Summe der bei der Photosynthese 
verfiigbaren Energien liegt. Dieser Widerspruch wird im Franckschen 
Assimilationsschema nicht so leicht sichtbar, weil eine Reihe spezieller 


Annahmen, die im einzelnen schwer nachpriifbar sind, den Vorgang 
plausibel erscheinen lassen. Wohl findet, daB unter den Bedingungen 
in der Zelle die Bildung von Formaldehyd und Hydroperoxyd 184 bis 
192 keal erfordern wiirde. Die vier Quanten des roten Lichtes, die in 
Wirklichkeit fiir die Reduktion geniigen, liefern zusammen nur 168 keal. 
Der Fehlbetrag von etwa 20 kcal erhéht sich noch betrachtlich, wenn 
wir bedenken, das die Assimilationsreaktion nicht mit einer 100 °/igen 
Energieausbeute verlaufen kann, sondern da} jeder Teilvorgang eine 
gewisse Aktivierungsenergie verschlingt. 

Bereits durch diese Rechnung ergibt sich, daB Aufbau und Spaltung 
von Wasserstoffperoxyd unméglich ein TeilprozeB der Photosynthese 
sein kann. Aber die Wof/schen Rechnungen allein wiirden einen Bio- 
logen kaum dazu bewegen, eine so ,,passende“ Vorstellung ohne weiteres 
aufzugeben. Neue Experimente beweisen jedoch durch die vorziigliche 
Ubereinstimmung mit den Wohlschen SchluBfolgerungen den Wert 
solcher Bilanzrechnungen. 


c) Blackmansche Reaktion und Peroxydspaltung in Scenedesmus. 

’, . s . 

Zu den energetischen Uberlegungen Wohk/ls kamen eigene Beob- 
achtungen an Purpurbakterien (23). AK. Wohl und ich haben daher 
ausfiihrlich die Griinde dargelegt, warum die Theorie der Peroxyd- 
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spaltung abzulehnen sei (24). Ahnliche Wirkungsgruppen = zweier 
Katalysatoren verbiirgen noch nicht die Ahnlichkeit ihrer Funktione 
R. Emerson (11) hat nun die Versuche von Warburg und U yesugi (37 
mit verschiedenen Chlorellastammen wiederholt. Er findet, wenn er 
die Geschwindigkeit der Hydroperoxydspaltung mit derjenigen der 
Assimilation bei verschiedenen Objekten oder bei dem gleichen Objekt 
unter geanderten Kulturbedingungen vergleicht, keinerlei Parallelismus 
und meint daher, dali man den Gedanken an eine besondere Rolle der 
Katalase im Assimilationsproze lieber aufgeben sollte. 

Diese Indizien wiirden wahrscheinlich geniigen, um die Vorstelluny 
einer Bildung und Spaltung von Wasserstoffperoxyd bei der Photo- 
synthese zu diskreditieren und allmahlich aus den theoretischen Er- 
érterungen zu verdrangen. Wie festgewurzelt diese Vorstellungen noch 
heute sind, kann man aus einer Abhandlung von £. Baur erkennen, 
die soeben erschienen ist (4). 


Tabelle XII. Wirkung der Blausaéure auf Assimilation und Wasser. 
stoffperoxydspaltung in Chlorella und Scenedesmus. 
Suspension von je 0,025 emm Zellen in 5 cem m/100 Bicarbonat. Gas: Luft 
mit 5°, CO,. T’ = 20°. Neben Thermobarometer noch Wasserstoffperoxyd- 
kontrolle, die jedoch keinen Ausschlag gibt. Belichtung: Na-Lampe 5000 Lux 





Gefaib Nr b 5 6 





~ Chlorelt4 
sk emm Sauerstoff 
| 
(Le -+ 33 +. 49 
Dunkel 5Min. ..... + 0 + 1 
0,1 ecm 0,1 com 


Scenedesmus 


Hell 10 Min. . 
Dunkel 5 Min. 
Hell 20 Min. 
Hell 10 Min. 


Dunkel 160 Min. 


(umger. auf 10 Min. 


Hell 10 Min. 


m/i00 HCN 


= 2.10-+ mol. 


+ 13 

0 

+ 14 
korr. + 16 

— 4 

2,5 

+ 3 

korr. + 6 


m/100 HCN 


= 2..10-4 mol. 


+ 46 

+ 0 

+ 54 
korr. + 56 

— 32 

— 2 

+ 38 
korr. + 40 


{ 
+ 


+ 0 


+ 46 


korr. 4 374 


iiberall 0,2 ccm m/10 Wasserstoffperoxyd 
(= 224cemm QO,) aus dem Anhang 
in den Hauptraum des Manometers gebracht. 
Zeitunterschied: GefaB b bis 6: 20 Sek. 
Neoh 0a. . . .. + 6 + 4,6 + 55 
> Meese? ia a Ae +11 +11 + 105 
we eee ae + 16 +17 + 148 


Ergebnis. In Chlorella wird durch 2. 10-4 mol. HCN Assimilation und 
Peroxydspaltung gehemmt. In Scenedesmus wird die Assimilation iiber- 
haupt nicht, die Peroxydspaltung um 90°, gehemmt. 


Dunkel 
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fabelle XIII. Wirkung von 10-4 und 10-3 mol. HCN auf Assimilation 
und Wasserstoffperoxydspaltung bei Scenedesmus. 
0,050cem Algen in je 5ccm Suspension. Nahrlésung I. py = 6. Gas: 
Luft mit 5° CO, JT’ = 20°. Na-Lampe 5000 Lux. 





Gefi6 Nr b 1 


ohne Zusatz 10-4 mol. KC ‘N 10-" 3 : mol. KCN 





Im Anhang der Gefibe 
iiberall 0,1 cem m/10 H,O, = 112emm O, 





+ emm Sauerstoff 


Assimilation (korr.) Hell 5 Min. . + 43 + 44 + 20 
Dunkel | | H,O, in der Reihenfolge 1, b, a zugegeben. 
3 \ a etwa 20 Sek. spater als 1. 
Wasserstoffperoxy niece 
Nach 2Min. .. . S: + 45 
+ % 
+ 110 
+ 126 
ON pa a RON eee e Pre + 126 (Ende) 
Assimilation (korr.) Hell 5 Min. . + 28 — 
nach 15 Stunden: 
Pele ees vo ah sos eos eS + 61 6 
(Zellen braun, Chlorophyll 
zerstort) 


” 
%°? 


” 


Ergebnis: Die Blausiurekonzentration von m/10000, die bei 4000 Lux 


ohne jede Wirkung auf die Assimilation bleibt, hemmt die Geschwindigkeit 
der Wasserstoffperoxydspaltung um 83°. In Gegenwart von Blausaéure 
wird der Assimilationsapparat durch m/500 H,O, véllig zerstért. Bei 
ungehemmter Katalasewirkung beobachtet man nur eine voriibergehende 
Hemmung der Assimilationsgeschwindigkeit um 35°, 


Durch die in den Tabellen XIT und XIII wiedergegebenen Versuche 
erweisen sich jedoch weitere Diskussionen als iiberfliissig. In Scene- 
desmus ist die Wasserstoffperoxydspaltung genau so empfindlich gegen- 
iiber Blauséiure wie in Chlorella. Da die Assimilation es nicht ist, wie 
oben erértert, lassen sich beide Vorgainge scheiden und getrennt beob- 
achten. Wir finden, dafi die gleiche Empfindlichkeit von Wasserstoff- 
peroxydspaltung und Blackmanscher Reaktion gegeniiber Blausaure in 
den meisten Pflanzen zufallig ist und ohne Bedeutung fiir den Assi- 
milationsvorgang. 

Gleichzeitig geben diese Versuche aber AufschluB iiber die Be- 
deutung der Katalase fiir den Assimilationsapparat. Sie hat keine 
Funktion innerhalb des Reduktionsmechanismus, aber sie schiitzt ihn 
gegen die schaidlichen Wirkungen des Hydroperoxyds, das vielleicht 
durch die Autoxydation von Warburgs eisenfreiem gelben Ferment 
entstehen kénnte. Die der Katalase plausiblerweise oft zugeschriebene 
Schutzwirkung laéBt sich hier auf einfache Weise demonstrieren. 
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Tabelle XIV. Einwirkung kleiner Mengen Wasserstoffperoxyd auj 
den Assimilationsapparat in Gegenwart von Blausaure. 


Scenedesmus, alte Kultur, mehrmals gewaschen. In Nahrlésung I suspen. 


FO 


diert. 0,06cem Zellen in je 5cem Suspension. Gas: Luft mit 5°, CO 
T = 20°. Na-Licht, 5000 Lux. 





GefaB Nr. 2 6 
Obne Zusatz Mit m/10000 HCN 





Im Anhang der beiden Gefife je 0,1 cem m/100 H, 0, 
15,4 15,4 

5,1 5,15 

0,99 0,98 

3,1 3,1 
+emm Sauerstotf 





Hemmung der Atmung 100 


beob. korr. beob. Hemmung der Assimilatio; 


Hell 10 Min. ne 
F of t 29 
Duskel 5- . =. + 96 4.67 + 59 12% 
” 25 ” ‘ a ao 18 +: 0 
H,Q, in beiden GefaBen zugegeben, 
Konzentration 2.10-* = 11 cmm Q,. 


Dunkel 2 Min. . . + 10 + 1 
oe 5’ + 2 + 2 
‘5 é + 6 
Hell 10 ae “api 
10 


bed 


Dunkel 3 aig _ ‘4+ 60 
“ 60 ( 


195 Min. nach Ver- 0,02 cem m/100 KCN 
suchsbeginn zugegeben m/25000 


Hell 10 ; 1 5S 30 
Dunkel 5 =F 3 : 

, 60 oe + 0 (Hemmung + 0 
der Atmung ~*~ 


100 %) 
Hell 10 oe | on ; : 
Dunkel 5 | | + 96 + 34 39 % 
” 20 9 os + 0 nae 


m/10000 HCN hemmt die Wirkung der Katalase um 90°. Unter 
diesen Umstanden bewirkt m/5000 H,O, eine Herabsetzung der Assimil 
tionsgeschwindigkeit um 62°. Die Hemmung geht im Laufe von 5 Stunden 
auf 39°, zuriick. Bei diesem Versuch ist bemerkenswert, da® die kleinen 
Konzentrationen an Blausaiure, welche die Assimilation auch bei hohe: 
Lichtintensitat fast unverindert lassen, die Atmung der Algen vollig untet 
driicken. 


In einer mit Blausaiure vergifteten Scenedesmuszelle lauft die 
Assimilation weiter, obgleich die Katalase inaktiviert ist. Gibt man 
jetzt Peroxyd hinzu, so wird der photosynthetische Apparat oxydiert 
und die Assimilation kommt zum Stillstand. In dem Kontrollversuch 
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ohne Blausiure wird das Wasserstoffperoxyd zersetzt und die Ge- 
schwindigkeit der Assimilation ist nach einer voriibergehenden De- 
pression ebenso groB wie vorher. Wie wir sehen werden (Tabellen XIV 
und XV), sind schon sehr kleine Konzentrationen an Peroxyd schadlich. 
Ich glaube darum, daB sich die Erfahrungen mit Hydroperoxyd verall- 
gemeinern lassen. Was fiir Wasserstoffperoxyd gilt, diirfte fiir jeden 
Kérper mit Peroxydcharakter gelten, namlich, daB seine Anhaufung 
den Assimilationsmechanismus zerstéren wiirde. Da Scenedesmus in 
Gegenwart von viel Blauséure (m/1000!) iiber viele Stunden ohne 
merkliche Schadigungen intensiv zu assimilieren vermag (50 bis 70 °/, der 
normalen Leistung), halte ich es fiir sehr wahrscheinlich, daB bei der 
Photosynthese gar kein Peroxyd im Sinne des Wortes entsteht, sondern 
eine harmlose Verbindung 4hnlich den bei Photoxydationen  er- 
haltenen Mol-Oxyden [vgl. (24)]. 

K. Wohl (40) hat darauf hingewiesen, daB die 112 bis 115 kcal, die allge- 
mein als der Energiebedarf der Assimilationsreaktion angesehen werden, 
nur ausreichen wiirden, wenn die Assimilation vollstandig als photochemi- 
scher Vorgang verliefe, also ohne die photochemische Bildung von Zwischen- 
stoffen, die sich freiwillig im Dunkeln in die Endprodukte umwandeln. 
Denn diese Zwischenstoffe miiBten, damit die Dunkelreaktion méglich 
wire, ein héheres thermodynamisches Potential besitzen als die End- 
produkte. Die Bildung von Formaldehyd und Sauerstoff aus gebundener 
Kohlenséure erfordert nach Wohl etwa 146 kcal. Fiir den Aufbau der 
Zwischenprodukte und fiir verschiedene Aktivierungsvorgange bleiben 
demnach nur 30 keal — zu wenig fiir ein aktives Peroxyd. Energetische 
Betrachtung und experimentelle Erfahrung weisen, wie man sieht, in 
die gleiche Richtung. 


VII. Wirkung kleiner Peroxydmengen auf die Blackmansche Reaktion. 


J. Franck (18) hat auf unsere Einwande hin einen Teil seines Assi- 
milationsschemas modifiziert und die Annahme einer Aktivierung des 
Chlorophylls in einer Vorperiode aufgegeben. Am eigentlichen Kern 
seiner Schemas, der Vorstellung einer chemischen Aktion des Chlorophylls 
im Sinne von Willstdtter und Stoll, scheint er jedoch festhalten zu wollen!. 
Dafiir, daB auch dieser Hauptteil des Schemas nicht der Wirklichkeit 
entspricht, hatten wir geglaubt, reichlich genug Beweismaterial vor- 
gebracht zu haben. So kommt uns die folgende Beobachtung weniger 
iiberraschend als héchst gelegen. 


1 Anmerkung bei der Korrektur: Wie aus einer inzwischen erschienenen 
Arbeit von Franck und Herzfeld hervorgeht, hat Franck jetzt seine friihere 
Theorie vollstandig fallen gelassen. Chlorophyll erscheint nur noch als Sen- 
sibilator, Wasserstoffperoxyd wird nicht gebildet usf. Eine Kritik der neuen 
Theorie siehe bei Wohl, Zeitschr. f. physkal. Chem. Im Druck. 
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Im vorigen Abschnitt haben wir gesehen, da bei der Photosynt hese 
keine eigentlichen Peroxyde entstehen. Fiir die Theorie von Fre jcj 
ist aber nicht so sehr die Peroxydbildung als die Abspaltung aktivey 
Wasserstoffs vom Chlorophyllmolekiil wichtig [Conant (9), Stoll (34). 
Fischer (15)]. Der in Tabelle XIII enthaltene Versuch zeigt, dal} bej 
gehemmter Katalase m/500 H,O, die Photosynthese zum Erliegen bring: 
und dab nach einiger Zeit die Algen braun werden. Der Farbstoff ist 
also oxydiert worden. Wenn die Oxydation des Chlorophylls die Ursache 
der Assimilationshemmung ware, so kénnte man dies als Argument 
zugunsten einer chemischen Wirkung, d.h. fiir die Bedeutung des 
lockeren Wasserstoffs im Chlorophyllmolekiil ansehen. Dem Zweife| 
ob nicht die Peroxydwirkung auf einer ganz unspezifischen Zerstérung 
aller Lebensreaktionen in der Zelle beruhen kénnte, begegnen dic 
Versuchsergebnisse der Tabellen XIV bis XVI. Die Fahigkeit zy 
assimilieren erlischt nicht mit einem Schlage, sondern fallt mit der 
Menge des zugefiigten Peroxyds und mit der Dauer seiner Einwirkung 
Durch vorsichtige Behandlung der Algen mit sehr kleinen Peroxyd 
konzentrationen in Gegenwart von Blausiure kann man die Geschwin- 


Tabelle XV. Wirkung kleiner Konzentrationen an Wasserstoft- 
peroxyd auf die Assimilation von Scenedesmus bei gehemmte: 
Katalase. 

40 cem einer Suspension von Scenedesmus in Nahrlésung I (pq 6) mit 
0,5cem m/100 KCN versetzt. Konzentration an HCN etwa 10-! mol 
Suspension geteilt, je 20cem a) und b). Zu Suspension b) 0,2 cem m/ 100) 
H, 0, hinzugefiigt. Konzentration an H,O, 10-4 mol. 15 Minuten stehen- 
lassen und dann in 5 Minuten abzentrifugiert. Sediment a) und b) in je 
20cem frischer Lésung aufgenommen. Zellmenge: 0,060 cem in 5 ccm 
Suspension. J = 20°. Gas: Luft mit 5°, CQ. 
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korr. i| beob. 


Na-Lampe 5000 Lux 
a) Hell 30 Min., Dunkel 3 Min. 
Dunkel 30 Min. . ; 


+ 209 +9 | +105 


Nach 48 Std.: 


+ 162 


b) Hell 30 Min. On re a ap + 154 
Dunkel 30 Min... .... 7 = § 


Die Vorbehandlung der Algen mit m/10000 H,O, in Gegenwart von 
m/10000 Blausaéure hat die Geschwindigkeit der Assimilation auf die Hiilfte 
herabgesetzt. Nach 48 Stunden, bei abwechselnden Hell- und Dunkel- 
zeiten, ist diese Hemmung auf 17%, zuriickgegangen. 


+ 195 
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Tabelle XVI. Einflu8 der Lichtintensitat auf die Assimilation von 
Scedenesmus nach der Behandlung mit 10-‘ mol. Blausiure und 
10-4 mol. Wasserstoffperoxyd. 

Fortsetzung des Versuchs von Tabelle XV, a). Gas: Luft mit 5°, CO,. 
T = 20°, 0,060 cem Zellen in je 5cem Suspension. 





GefaB Nr. 4 5 


Kontrolle 
mit 10-4 mol. HCN 
und 10-4 mol. Hz, 0» 
behandelt und gew: aschen 


Kontrolle 
mit 10-4 mol. HCN 
behandelt und pioneers 


*emm $ Si auerstoff 


beob. korr. beob.. korr. 


. Na-Lampe 5000 Lux: 
" G) See rere + 56 + 31 
Dunkel 10 Min. ...... -- — 8 

2, Na-Lampe 400 Lux: 

Hell 45 Min. 
Dunkel 45 Min. Ee 

3. 500 Watt-Lampe 20000 Lux: 

Hell 3 Min., Dunkel 3 Min. . + 19 
Hell 3 Min., Dunkel 3 Min. . + 5¢ 23 
Dunkel § Min. : ae 

. Na-Lampe 400 Lux: 

Hell 45 Min. ....... + 19 


+41 + 18 + Al 


Bei hohen Beleuchtungsintensitaten ist die Assimilationsgeschwindig- 
keit der mit Hydroperoxyd behandelten Algen um 41°, gehemmt. Bei 
niedrigen Intensitaten ist diese Hemmung nicht zu bemerken. 


digkeit der Assimilation auf die Halfte oder auf ein Viertel usw. herab- 
setzen. Die Atmung wird durch dieses Verfahren kaum geandert. Mit 
solechen Algenzellen, deren Assimilator zur Halfte oxydiert worden ist, 
laBt sich die Frage entscheiden, ob die empfindliche Stelle im Chlorophyll- 
molekil oder an einem besonderen Ferment zu suchen ist. Wir brauchen 
nur nach dem Vorbild Warburgs photochemische und chemische Reak- 
tionen durch hohe und niedere Lichtintensitaét zu trennen. Tabelle XVI 
gibt die Antwort. Die oxydierende Wirkung kleiner Peroxydmengen 
verringert nur die Geschwindigkeit der chemischen Reaktion. Der 
Sensibilator Chlorophyll ist in den behandelten Zellen ebenso aktiv 
wie in den unbehandelten. Dies bestatigt die Meinung, daB der 
eigentliche ReduktionsprozeB fern vom Chlorophyllmolekiil ablauft und 
widerlegt — nach allem was bereits dagegen spricht — die Theorie vom 
Chlorophyll als Photoferment. Denn was kénnte oxydabler sein als 
lockerer Wasserstoff, der nach Stoll durch die besondere Bindung des 
Chlorophylls in der Zelle erheblich aktiviert wird ? 


Die Oxydation des im Zuge der Blackmanschen Reaktion wirkenden 
Katalysators scheint im Prinzip reversibel zu sein. Die Reversibilitat 
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einer solchen Oxydationsreaktion ist ihrem Wesen nach verschieden yo; 
der reversiblen Blausdiurewirkung. Bei den spezifischen Reaktionen mj 
HCN handelt es sich um ein Gleichgewicht, das sich fast momentan ay 
jede Anderung der Blausaurekonzentration einstellt. Wenn Wasserst of 
peroxyd einwirkt, so findet unter Energieabgabe eine Oxydation stat; 
die nur unter Aufwand einer mindestens gleichen Energie wieder riick 
ginyig gemacht werden kann. Die Reaktion wird mehr Zeit brauche 
als der Zerfall eines Blausiurekomplexes. 

Daf die mit Peroxyd behandelten Zellen Stunden und Tage braucher 
um ihre normale Assimilationsleistung im starken Licht wiederzy 
gewinnen, 1aBt sich aber mit diesem Unterschiede nicht erklaren. Vie! 
leicht wird der Katalysator durch diese Behandlung starker oxydier 
als im Wechselspiel der normalen Assimilation. Fiir letzteres sprichi 
die voriibergehende Hemmung im Kontrollversuch der Tabelle XII! 


VII. Zur Theorie der Assimilation... 


Vor einigen Jahren habe, ich auf Grund von Beobachtungen in vitr 
darauf aufmerksam gemacht, daB die Rolle des Chlorophylls in de: 
Pflanze im wesentlichen die (langlebige) Aktivierung organischer Molekiile 
sein kénnte, wodurch das Vier-Quanten-Problem vielleicht einfacher 
wiirde (21). Der Ausbau dieser Vermutung zur Theorie verlangte aber 
eine griindliche Diskussion der geltenden Anschauungen und einige unge. 
wohnliche Annahmen (24). Eine der wichtigsten hiervon lag in Form der z1. 
nachst unverstandlichen ,,Chlorophylleinheit‘‘ von Emerson und Arnold (13 
bereits seit langem als experimentelle Tatsache vor [vgl. (11), (1), (26a)) 
Weitere experimentelle Bestitigungen unserer Argumente  enthilt 
die vorliegende Arbeit. Ernstliche Widerspriiche zu den neueren Er. 
gebnissen anderer Forscher sind mir nicht bekannt geworden!. Dagegen 

_habe ich gefunden, daB E.G. Briggs (6) sowie D. Burk und H. Lin. 
weaver (8) schon vor unserem Aufsatz und der wichtigen Abhandlung 
von R. Emerson (11) in ihren kinetisch-mathematischen Untersuchungen 
MOglichkeiten ins Auge gefaBt haben, die sich jetzt als richtig heraus- 
stellen. Es liegt in der Natur solcher abstrakten Rechnungen, bei denen 
auf die spezielle Konstitution der Reaktionspartner keine Riicksich 
genommen zu werden braucht, daB sie sich leicht dieser oder jener 
Theorie anpassen lassen, was von den Autoren selbst betont wird 
Trotzdem z. B. Briggs gelegentlich vom Chlorophyll als ,,the sensitizer’ 
spricht, wird die Wollstdtter-Stollsche Theorie in den Abhandlungen 
beider Autoren als eine der méglichen hingestellt. Burk und Lineweaver 
haben in ihrem Felde jedoch so griindliche Arbeit geleistet, daB jede 
Theorie der Assimilation, die den von ihnen aufgestellten Kriterien 


1 Vgl. Anmerkung S. 259 u. 265. 
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puwiderlauft, von vornherein als verdachtig gelten muB. Diese Autoren 
jaben auch einen Gedanken vorweg genommen, der jetzt seine ver- 
liffende Bestatigung gefunden hat: Namlich die prinzipielle Ahnlich- 
eit der Photosynthese mit anderen Reduktionen in lebenden Zellen. 

Im letzten Jahre sind zwei wichtige Arbeiten erschienen, in denen 
iber die Reduktion der Kohlenséure durch heterotrophe Bakterien im 
unkeln berichtet wird. D. D. Woods (41) konnte zeigen, dal die 
Jerlegung von Ameisensiure in Kohlendioxyd und Wasserstoff durch 
Bakterium coli reversibel ist. Er findet im Dunkeln eine Reduktion der 
Kohlensaure durch molekularen Wasserstoff bis zu Ameisensaure. Aber 
noch weittragender als dieser energetisch nicht so ,,schwierige* Vorgang 
erscheint mir die Entdeckung von H. A. Barker (3). Bei der Vergiirung 
von Butylalkohol zu Buttersaiure durch Methan-Bakterien verschwindet, 
wie Barker gefunden hat, ein Molekiil freies Kohlendioxyd und es er- 
scheint statt dessen ein Molekiil Methan. Die Energie fiir diese maximale 
‘eduktionsleistung wird von rein chemischen Umwandlungen geliefert ! 
Die Reaktionen von Woods und Barker beweisen, daB im Prinzip die 
chemische Reduktion der Kohlensaure in jeder lebenden Zelle méglich 
ist. Die Reduktion ist nicht an Chlorophyll oder strahlende Energie 
oder seltene und ganz einmalige Bedingungen wie bei den Eisen- und 
Schwefelbakterien gebunden. Im Zusammenhang mit unseren Ergeb- 
nissen betrachtet, heiBt dies, das die Photosynthese in griinen Pflanzen 
vielleicht nur der Sonderfall ist, bei dem ein energiezehrender 
Reduktionsvorgang doch zu einem Energiegewinn fiihrt, weil die 
notwendige Energie nicht aus dem Zellstoffwechsel entnommen, sondern 
vom Chlorophyll als Sensibilationsenergie bezogen wird [vgl. (27), 
(29), (30), ferner Wood und Werkmann (46)). 

Das Assimilationsproblem scheidet sich demnach in zwei wesens- 
verschiedene Teilprobleme: 

Erstens die Frage nach dem Aufbau des Sensibilators und der 
photochemischen Aktivierung organischer Molekiile; zweitens die Frage 
nach der Natur des reduzierenden Ferments. 
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Die Oxydation der Ascorbinsiure durch peroxydatische Systeme. 
Die Wirkung der Himoglobinderivate auf die Ascorbinsiure. 
Von 
Marie Fischer. 

(Aus dem physiologischen Institut der kénigl.-ungar. Pazmany-Universitat 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 7. Juni 1957.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


Bei den Versuchen iiber die Wirkung des Haimoglobins auf Ascorbin- 
siure fand ich (1), daB diese durch O,Hb und reduziertes Haimoglobin 
adsorptiv gebunden. wird, was auch Gabbe (2) feststellte. Da COHb 
und CN Hb nicht adsorbieren, kann die Adsorption nicht allein auf der 
KiweiBkomponente des Hamoglobins beruhen, vielmehr weist die 
Hemmung der Adsorption durch CO und Cyan auf die Rolle des Eisens 
im Hamoglobinmolekiil hin. Da aber Hamoglobin und seine Derivate 
als Peroxydasen wirken kénnen, schien es interessant zu untersuchen, 
welchen EinfluB die Spaltprodukte des Hamoglobins auf die Ascor- 
binsaure ausiiben. 

Die Versuche zeigten, dafS Hamin allein Ascorbinsdure _ nicht 
oxydiert, es bewahrt sie sogar bei neutraler Reaktion (py = 7,05) 
weitgehend vor Autoxydation. Dagegen ergaben Versuche mit FeS0O,, 
Ascorbinséure und H,O, in saurer Lésung eine sehr rasche Oxydation 
der Ascorbinséure. Da Hamin als Peroxydase wirken kann, wird 
Ascorbinsiure durch H,O, in Anwesenheit von Hamin bei neutraler 
teaktion rasch oxydiert. Diese peroxydatische Funktion des Hamins, 
und somit das Verschwinden der Ascorbinséure, kann durch richtig 
yvewahlte Wasserstoffionen- und KCN-Konzentrationen nahezu vdllig 
unterbunden werden. In Ubereinstimmung mit Zeile (3) fand ich, 
daB bei gewissen KCN-Konzentrationen und py-Werten die Hinzu- 
fiigung von Cyanid die peroxydatische Funktion des Hamins nicht 
hemmt, sondern férdert. Desgleichen ist Blausiure auch imstande, 
die Autoxydation nicht nur zu hemmen, sondern auch zu férdern. 

Die Bindung der Ascorbinséure an CO Hb ist im Vergleich mit 
Q,Hb nur sehr gering. Wahrscheinlich wird die Ascorbinsaure beim 
Fallen des Himoglobins mit dem Niederschlag mitgerissen. In Gegen- 
wart von H,O, verschwindet Ascorbinsaure schnell, was ebenfalls auf die 
peroxydatische Funktion von COHb zuriickgefiihrt werden kann. Bei 
niedrigen Hamoglobinkonzentrationen ist der Schwund der Ascorbin- 
siure im System O,Hb—H,0O, gegeniiber dem O,Hb-System verstarkt. 
Hamatoporphyrin dagegen ist ginzlich unwirksam. Da es keine Per- 
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oxydase darstellt, wird auch bei gleichzeitiger Anwesenheit von H,0, 


Ascorbinsaure nicht oxydiert, wie es die Ascorbinsaéure auch nicht yor 
Autoxydation bewahrt. 


Oo! 


Methodisches. Aus . 
=. a: ; H,O, 
Kristallisiertes Hb und Hamin wurden nach der Vorsehrift von Hopp ! 


Seyler bzw. von Nencki und Zaleski aus Pferdeblut hergestellt. O,Hb und gaat 
COHb wurden mit 2°,iger, Haimin mit 6°,iger frisch hergestellter Meta (Kurt 
phosphorsaiure, Himatoporphyrin mit verdiinnter Essigsaéure gefallt. Nac! alkali 
Abzentrifugieren der Niederschlage wurde die Ascorbinséiure mit Tillmca). 
Reagens bestimmt, wobei der Farbstoff mit genau abgewogener Meng 
Ascorbinsaure (Cevita Chinoin) eingestellt wurde. —- Die Menge des H,0 
wurde durch KMn0O,-Titration ermittelt. : 


ursac: 


wicht 


Experimenteller Teil. 


Abb. 1 zeigt, daB Ascorbinsiiure durch Hamin vor Autoxydation weit. 
gehend bewahrt wird. Es wurde eine 55 mg-°,ige Haminlésung (entsprechend 
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Abb. 1. 
1. XXX Ascorbinsiiure und Hiimin. Abb. 2. 

Py 7.05 . X&X& Hiimin, H, O» und Ascorbinsiiu 
2. OOO Ascorbinsiiure. Pu 7.05 OOO Na OH, Hy Og und Ascorbinsiiu 
: Hiimin, Blausiiure, H,0, w 

Ascorbinsiiure 
} NaOH, Blausiiure, H,O, w 

Ascorbinsiiure 


dem Fe-Gehalt einer 1,4°,igen Hb-Lésung) in 0,05n NaOH hergestellt 

Das py wurde durch eine 0,1 m NaH, PO,-Lésung, die 1°, NaHCO, ent- 

hielt, in allen Versuchen auf 7,05 eingestellt. Zu 1 eem der Haminlésung 

wurden in jeder Probe 1,7 cem der Pufferlésung und 115 y Ascorbinsaure ebens 
gefiigt. Die Mischungen enthielten zum Teil statt Hamin je 1 cem 0,051 Konz 
NaOH. Die Proben wurden zugleich mit den Kontrollen zu verschiedenen ; 
Zeiten angesiuert und der Reduktionswert bestimmt. In Gegenwart von JB sich 

Hamin (Kurve 1) werden in 50 Minuten nur 20 °,, der Ascorbinséure oxydiert. Versi 
ohne Hamin (Kurve 2) wird die Ascorbinsaéure in derselben Zeit zu 100 ; 20y 
autoxydiert. in tib 
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Im folgenden Versuch wurden zu je 1 cem Haminlésung 114 + Ascorbin- 
ive und wechselnde Mengen H,O, gegeben. Das Hamin wurde durch 
ige Metaphosphorsaure gefaillt. Die Kontrollen, die statt Hamin 1 cem 
0.05n NaOH enthielten, wurden gleichzeitig angesdiuert und titriert. - 
Aus Abb. 2 ist ersichtlich, da Hamin Ascorbinsaiure in Gegenwart von 
H,O, oxydiert (Kurve 1) und sie bei py = 7,05 vor Autoxydation (Kontroll- 
kurve 2) bewahrt. Diese beiden Vorgiange sind durch Zusatz von 0.2 cem 
einer 13° igen neutralisierten KC N-Lésung nahezu vollstandig zu hemmen 
(Kurve 3 u. 4). Dies beweist von neuem, daB die Autoxydation in schwach 
alkalischem Milieu durch Verunreinigung von Schwermetallspuren  ver- 
ursacht ist. —- Die Eimhaltung des py und der KCN-Konzentration ist 
wichtig, da bei starker alkalischer Reaktion die Oxydation durch KCN 
nicht gehemmt, sondern geférdert wird 
(vgl. Abb. 3. Versuch bei py = 12, Menge 
des KCN wie im vorhergehenden Versuch, 
die der Ascorbinsaure 137 +). Die Ergeb- 
nisse bestatigen die Befunde von Zeile. 
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Abb. 3. Abb. 4. 
<x Ascorbinsiiure, Hiaimin und . XXX O,. Hb und Ascorbinsiure 
H, O, 2. AAA O2 Hb, Ascorbinsiure und H» O2 
2. OOO Ascorbinsiiure, Hiimin, 3. [ -) CO Hb, Ascorbinsiiure und H, O, 
H,O» und neutr. KON 4. OO© COHD und Ascorbinsiiure 


Da auch COHb eine starke Peroxydase ist, so trat auch hier mit H,O, 
ein rascher Schwund der Ascorbinséure auf, was aus Kurve 3 der Abb. 4 
hervorgeht. (Wechselnde Mengen COHb, zugefiigtes H,O, 20 7, Ascorbin- 
sure 100 y.) Zum Vergleich gibt Kurve 4 die bei Gegenwart von COHb 
verschwundene Ascorbinséure an. 

In dem nachsten Versuch wurden zu leem CO Hb-Lésung (1,4 mg-°,ig) 
je 518 y Ascorbinséure und verschiedene Mengen H,O, gegeben. Aus 
Abb. 5, Kurve 2, ist ersichtlich, daB die Menge der oxydierten Ascorbinsaure, 
ebenso wie in dem vorher beschriebenen peroxydatischen System, der 
Konzentration des H,O, proportional ist. 

Da O,Hb gleichermaBen eine Peroxydase ist, wurde gepriift, wie sie 
sich in Gegenwart von H,O, gegeniiber Ascorbinséure verhalt. Zu dem 
Versuch wurden verschiedene Mengen einer 1,4°,igen O,Hb-Lésung mit 
20 » H,O, und 100 y Ascorbinséure benutzt; die Bestimmung erfolgte 
in iiblicher Weise (Kurve 2, Abb. 4). — Der Vergleich mit Kurve 1 fiir O, Hb 
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zeigt, daB bei Anwesenheit von H,O, ein niedrigeres Maximum schnell 
erreicht wird, also der Betrag der oxydierten Ascorbinsaéure bei niedrivey, 
Hb-Konzentrationen héher ist. 

DaB Hb und seine Derivate bei der Oxydation der Ascorbinsaure nich) 
spezifisch wirken, zeigen die nachsten Versuche mit einem anderen per. 
oxydatischen System, namlich H,O,, FeSO, und Ascorbinsaure. 

Verwendet wurde eine 92,4 y Fe aquivalente 
Menge FeSO,-Lésung in H,SO, auf 1 ecem 
2,8°,ige Hb-Lésung. Diese Lésung wurde mit 
verschiedenen Mengen Ascorbinséure und je 
20» H,O, vermischt und nach 20-miniitigem 
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Abb. 5. f Abb. 6. 
' Fe 8 O,, Ascorbinsiure und H, 0, 1. XXX FeS 0,4, ; 
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Abb. 7. 
1. XXX FeSO,4, Hy Og und Ascorbinsiiure 
2. OOO Fe $8 Og und Ascorbinsiiure 


Stehen die zuriickgebliebene Ascorbinséure bestimmt (px 1,838). H,0O, 
verfarbt den Farbstoff nicht. Kurve 1 der Abb. 6 zeigt die Menge de: 
oxydierten, Kurve 2 die der autoxydierten Ascorbinséure in Gegenwart 
von gleichen Mengen FeSO, ohne H,O,. H,O, allein verursacht keine 
Oxydation. 

In einem weiteren Versuch (Kurve 1, Abb. 5) wurden wechselnde 
Mengen H,O, benutzt. Hinzugefiigtes Fe 92,4, Ascorbinsaéure 518 >, 


Pu = 1,527. 
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Abb. 7 beweist, daB es ebenso wie im System FeSO,, H,O,, Ascorbin- 
siure (Kurve 1) bei der Autoxydation der Ascorbinséure in Gegenwart 
von Fe (Kurve 2) eine optimale Fe-Konzentration gibt. Verschiedene Mengen 
einer 0,459 °, igen, in H,SO, gelésten FeSO,-Lésung (px 1,75) wurden zu 
}21 » Aseorbinséure und 20 7 H,O, zugesetzt und nach 15 Minuten die 
zuriickgebliebene Ascorbinsaéure bestimmt. 

Zu dem Versuch der Tabelle I wurde Hamatoporphyrin in verdiinnter 
NaOH gelést. Die Tabelle zeigt, da8 mit Hamatoporphyrin weder allein, 
noch in Gegenwart von H, 0, ein Unterschied in der Oxydation der Ascorbin- 
siure auftritt. 

Tabellel. Zusatz: 114 y Vitamin C. 





ecm ecm 7 7 7 
1 - 62 68 58 70 64 
pe es 62 62 66 65 64 
1 - 20 90 90 90 94 91 
_ 20 88 91 80 92 90 


Zusammenfassung. 


Peroxydatische Systeme oxydieren Ascorbinséure rasch. Ascorbin- 
siure wird durch FeSO, und H,0O, bei saurer Reaktion oxydiert. 

Hamin schiitzt Ascorbinséure bei neutraler Reaktion weitgehend 
vor Autoxydation. Bei gleichzeitiger Anwesenheit von H,O, wird sie 


schnell oxydiert. Diese Oxydation ist durch Blausiure hemmbar. 
Auch COHb und O,Hb wirken in Gegenwart von H,O, peroxydatisch. 

Hamatoporphyrin oxydiert Ascorbinséure weder allein noch in 
Anwesenheit von H,Q,. 
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Zur Frage der Beziehungen zwischen Autolyse und Carcinolyse’, 
Von 
Rudolf Kénigstein und Robert Willheim 2. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien. 
(Eingegangen am 12. Juni 1937.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Seit der vor etwa 30 Jahren von EF. Freund und Kaminer (1) zun 
ersten Male erfolgten Beobachtung einer durch Serum bewirkten Zer- 
stérung von Krebszellen ist diese Erscheinung Gegenstand vielfachen 
Interesses und auch. verschiedentlicher Untersuchungen gewesen, oline 
daB es freilich bis jetzt gelungen ware, den einschlagigen Fragenkomplex 
befriedigend zu lésen. Freund selbst hat von der Feststellung ausgehend, 
dafSZ das Serum Krebskranker keine carcinolytischen Eigenschaften 
besitzt, ja sogar die lytische Kraft von Normalserum in hohem Mabe zu 
paralysieren vermag, die Auffassung vertreten, daB zum Zustande- 
kommen der Krebsgeschwulst einerseits ein Verschwinden des lytischen 
Faktors, andererseits das Auftreten eines paralysierenden, von ihm als 
, schiitzende Substanz** bezeichneten Faktors notwendig sei. Aus dieser 


Sachlage ergeben sich drei Arbeitsrichtungen: die eine war praktisch 
diagnostischer Art, indem sie den so sinnfalligen Unterschied zwischen 
den Seren Krebsfreier und Krebskranker statistisch bearbeitete; cic 
zweite leitete sich von der Grundauffassung Freunds ab, in den genannten 
Faktoren ein dispositionelles, fiir das Zustandekommen der Krebs- 


geschwulst ausschlaggebendes Moment zu erblicken; die dritte suchte 
die chemischen bzw. physikalisch-chemischen Bedingungen der Car- 
cinolyse zu studieren. Die vorliegende Arbeit gehért in diese Kategorie. 

Ein neuer Gesichtspunkt war in dem in Rede stehenden Problem 
vor einigen Jahren gewonnen worden, als es gemeinsam mit Stern (2) 
nachzuweisen gelang, daB die Annahme eines Verschwindens der lytischen 
Substanz im Serum Krebskranker nicht zu Recht besteht, daB es sicli 
vielmelir blo} um eine Paralysierung durch die auftretende schiitzende 
Substanz handelt. Die lytische Substanz selbst ist auch im Carcinomser wn 
nachweisbar. 

Die urspriinglichen Ergebnisse Freunds wurden naimlich durchwegs an 
einem Versuchsansatz gewonnen, bei dem auf einen Raumteil Zellaut 


schwemmung 20 Raumteile Serum zur Einwirkung gelangen. Es wurde 


nun folgende Abanderung der Versuchsanordnung vorgenommen: | Raum- 


! Otto von Fiirth zam 70. Geburtstag. — ? Ausgefiihrt mit Unter- 
stiitzung der Osterreichischen Gesellschaft zur Erforschung und be- 
kampfung der Krebskrankheit. 
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tel Zellen wird steigend mit 1, 5, 10 und 20 Raumteilen Serum angesetzt 
0.05eem Zellemulsion mit 0,05, 0,25, 0,5 und 1,0cem Serum). Nach 
einem Aufenthalt im Brutschrank von 18 bis 24 Stunden werden alle 
Proben auf die Verdiinnung der letzten (1: 20, demnach ein Endvolumen 
von 1,05 cem) aufgefiillt und die erfolgte Cytolyse durch mikroskopische 
Zahlung der Zellen gemessen. Auf diese Weise erhalt man auBerst charak- 
teristiseche und stets reproduzierbare Kurven. Bei Verwendung von Normal- 
serum ergibt sich namlich eine mit steigender Menge zugesetzten Serums 
vleichsinnig verlaufende, also gleichfalls zunehmende Cytolyse. Diese wird 
in Prozenten des Ausgangswertes, also der in der entsprechend verdiinnten, 
jedoch nicht bebriiteten Zellemulsion ermittelten Zellzah! ausgedriickt. Auf 
die Zahl der gezahlten, also ungelést gebliebenen Zellen bezogen, wiirde 
eine solche Kurve dementsprechend abnehmende Werte darstellen (Abb. 1). 
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Wenn hingegen die gleiche Methode auf Carcinomserum Anwendung findet, 
so ergibt sich folgendes Ergebnis: Die Werte der gelésten Zellen steigen zu 
einem Maximum an, um dann wieder zu sinken und im Punkte 4 der Kurve 
(1 Teil Zellemulsion zu 20 Raumteilen Serum) den tiefsten Wert zu erreichen. 
Hierbei muB die im Punkte 4 ermittelte absolute Zellzahl keineswegs immer 
der Zellzahl der unbebriiteten Zellemulsion gleichkommen. Hier interessiert 
zunachst der aufsteigende, dem Maximum der Cytolyse zustrebende Teil 
der Kurve. Dieses Maximum wird bisweilen schon im ersten Punkt (Ver- 
dimnungsverhaltnis 1:1) erreicht, sehr oft steigt die Cytolyse aber noch 
im zweiten, ja bisweilen sogar im dritten Ansatz (Verdiinnungsverhalt- 
nis 1:5, 1: 10) an, um erst im vierten Punkt (Verdiinnungsverhaltnis 1 : 20) 
zu fallen und hier jene Verhaltnisse zu liefern, die Freund und Kaminer zur 
Annahme veranlaBten, daB der lésende Faktor im Carcinomserum tiberhaupt 
nicht vorhanden sei (Abb. 1). 

Die Tatsache jedoch, da8 wir auch beim Carcinomserum im ersten 
Punkt der Kurve eine gegeniiber dem Ausgangswert deutlich verminderte 
Zellzahl feststellen kénnen, und namentlich, da diese Verminderung der 
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Zellzahl (Lyse) in den folgenden ein bis zwei Punkten gelegentlich nm 
ansteigt, beweist, dai auch im Carcinomserum lésende Faktoren vorhande), 
sind, die aber bei Verwendung der von Freund und Kaminer gewahlte) 
Versuchsanordnung eben nicht manifest werden. Die Griinde fiir diese. 
Verhalten sind kaum anders denkbar, als daB die relativ groBe absolut. 
Menge zellschiitzender Substanz, die im Punkte 4 zur Verfiigung stelii, 
von den Zellen sehr stark adsorbiert wird und auf diese Weise die Wirkuny 
der im Serum vorhandenen lytischen Substanzen hemmt. In den friiheren 
Versuchsansaétzen (1:1, 1:5, 1:10) reicht die Menge der vorhandenen 
schiitzenden Substanz nicht aus, um die lésenden Faktoren zu paralysieren, 
und diese kénnen sich, ahnlich wie bei derVersuchsanordnung mit Norma!- 
serum, mit steigender Menge desselben zunachst steigend auswirken. Von 
der Konzentration der schiitzenden Substanz im Carcinomserum hangt es 
ab, in welchem Punkte des Versuchsansatzes das Maximum der Lyse erreichit 
wird und sich der Schutz auszuwirken beginnt. Die Voraussetzung fiir 
diese Erklarung ist, wie man sieht, eine iiberragende Adsorptionsfahigkeit 
der schiitzenden Substanz und die Verkniipfung ihres Wirkungsmechanismus 
mit dieser Adsorption. Beides konnte experimentell bewiesen werden: 
Es gelingt durch Schiitteln von Krebszellen mit Carcinomserum, diesem 
die schiitzende Substanz zu entziehen und dem Serum die Qualitéten eines 
Normalserums zu verleihen (2). Andererseits sind die so behandelten Zellen 
gegen lésende Einfliisse nicht nur in vitro viel resistenter, sondern auch bei 
Transplantationsversuchen viel virulenter (3). 


Solcherart hat also die angegebene Methode nicht nur einen be- 
stimmten Einblick in den physikalisch-chemischen Mechanismus der 
Cytolyse geliefert, sondern sie hat uns auch mit gewissen Eigenschaften 


der zellschiitzenden Substanz bekannt gemacht. Uber die Natur des 
lésenden Faktors sagen die erwahnten Ergebnisse zunachst nichts aus. 
Wohl konnten gewisse Anhaltspunkte fiir einen méglicherweise fermen- 
tativen Charakter desselben ermittelt werden [Thermolabilitat, Chinin- 
empfindlichkeit (2)]. Doch konnte bisher keineswegs den in der Literatur 
auftretenden Anschauungen widersprochen werden, denen zufolge 
nicht das Serum als aktiver, die Lyse bewirkender Faktor anzusehen ist, 
sondern vor allem autolytische Prozesse der Zellen fiir diesen Zerfall 
verantwortlich zu machen sind [Raab (4)1]. 

Um hier Klarheit zu schaffen, wurde versucht, die eben erwahnte, 
im Fall der Carcinolyse so aufschluBreiche Methode auf die Autol ys: 
anzuwenden. Es handelt sich hier also nicht wie sonst bei Autolyse- 
studien um die Feststellung der Zunahme von Eiweifabbauprodukten 
(incoagulablem Stickstoff), sondern in Analogie zur carcinolytischen 
Reaktion um eine rein morphologische Betrachtungsweise. Aus dem 
Ausfall derartiger Versuche schien ein Schlu8 auf die Identitat bzw. Ver- 
schiedenartigkeit der beiden in Rede stehenden Erscheinungen — Car- 


' Zu den Arbeiten dieses Autors ist zu bemerken, daB sie bei der relatiy 
stark alkalischen Reaktion einer n/90 Sodalésung vorgenommen wurden, 
wodurech eine Vergleichsméglichkeit mit unseren abweichenden Versuchs- 
ergebnissen in Frage gestellt erscheint. 
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cinolyse und Autolyse — allenfalls méglich. Bisher war von den Autoren, 
die die Autolyse von Carcinomzellen untersuchten, das Mengenverhdltnis 
-wischen Zellemulsion und Suspensionsjliissigkeit nicht beriicksichtigt 
worden, denn erst die erwahnten cytolytischen Untersuchungen haben 
dieses Moment als bedeutungsvoll erkannt und rechtfertigen somit eine 
Versuchsanordnung, wie sie im folgenden dargelegt wird. 

Wir verwendeten eine in der iiblichen Weise hergestellte Krebszellen- 
emulsion, wobei jedoch im Gegensatz zur Originalmethodik von Freund 
nur eine 0,95 °,ige physiologische Kochsalzlésung zur Waschung und Auf- 
bewahrung der Zellen Verwendung fand. Zur Konservierung wurde nach 
dem Vorgang Freunds Trikresol zugesetzt. Die Dichte der Emulsion wurde 
in der Weise gewahit, dafs nach spontaner Sedimentierung der Zellen die 
Hohe des Bodensatzes der Hohe der iiberstehenden Fliissigkeit etwa gleich 
kam. Die Priifung der Autolyse wurde derart vorgenommen, daf vier 
Réhrehen mit je 0,05cem homogener Zellemulsion beschickt und nun 
analog der bei der Carcinolyse durch Serum geiibten Technik in steigender 
Menge 0,05, 0,25, 0,5, 1,0cem physiologische Kochsalzlésung zugegeben 
wurde. Nach 18 bis 24 Stunden Aufenthalt im Brutschrank wurden die 
ersten drei Roéhrehen auf das Volumen des letzten mit physiologischer 
Kochsalzlésung erginzt und die Zihlung in der Thoma-Zeissschen Zahl- 
kammer vorgenommen. Hierbei wurde zur Erhéhung der Genauigkeit das 
ganze mittlere (fiir Erythrocytenzihlungen bestimmte) Quadrat aus- 
gezahlt. 

Der Ausfall dieser autolytischen Versuche war nun in hohem Mabe 
iiberraschend. Es ergab sich namlich eine ausgesprochene Abhdngigkeit 
des beobachteten Zellschwundes von der Zellkonzentration in dem Sinne, 
da mit Zunahme der Zellverdiinnung die Autolyse eine deutliche Abnahme 


aufweist (Abb. 1, Tabelle I). 


Tabelle I. Autolysekurven von Carcinomzellen. 
(Lyse in Prozenten des Ausgangswertes gemessen.) 
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Teilen physiologischer Teilen physiologischer 
Kochsalzlisung Kochsalzliésung 


55 35 20 XI 30 30 20 
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60 10 XVII 45 40 20 

| 30 10 XVIII 40 40 30 

IX 40 25 25 XIX 60 50 30 
xX a ae 10 XX 40 30 30 20 





Dieses mit unseren bisherigen Vorstellungen tiber die Autolvse 
nicht erklarbare Verhalten wurde mit zahlreichen Carcinomzellsorten 
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nachgewiesen und kann unseres Erachtens als gesichertes Ergebnis 
angesehen werden. Es zeigt sich also schon aus diesem einfachen Ver. 
suchsansatze, dal von einer Identitat der durch Normalserum heryor. 
gerufenen Cytolyse mit der Autolyse der Zellen keine Rede sein kann 
denn es war ja im Gegenteil eine zunachst unbegreifliche Ahnlichkeit 
dieser bei der Autolyse erhaltenen Kurve mit den im Carcinomseri 

nachgewiesenen = Carci- 
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Abb. 2. Nachweis von lytischen Faktoren in den einzelnen 
Ansiitzen der Autolysekurve. 

Im Versuch I wurde den Zellen zellfreie Autolysatfliissigkeit gesetzte Proben © nach 

aus Punk I der obigen Autolysekurve zugesetzt. In gleicher o ee nian 

Weise wurde bei den Kurven II, III, [V Autolysatfliissigkeit erfolgter Autoly mm . 

der entsprechenden Punkte der Autolysekurve verwendet. trifugierten und nun die 


zellfreie = Suspensions- 
fliissigkeit der vier Proben neuerdings als Suspensionsfliissigkeit 
fiir je eine Versuchsreihe mit frischen, noch unbebriiteten Carcinom- 
zellen verwendeten. Entsprechend unseren Erwartungen ergab sich, 
da®B diese Versuche nicht mehr die geschilderte absinkende auto- 
lytische Kurve lieferten, sondern daf hier im Gegenteil mit zu- 
nehmender Menge der Suspensionsfliissigkeit eine Steigerung der 
Cytolyse Platz greift. Diese Erscheinung ist besonders deutlich bei 
Suspensionsfliissigkeiten, die aus dem Versuchsansatze 1 (Mengen- 
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yerhaltnis 1:1) gewonnen wurden, wahrend sie bei Verwendung von 
Suspensionsfliissigkeiten aus dem Ansatz 4 (Mengenverhaltnis 1: 20) 
nicht mehr nachweisbar sind. Hier verhielt sich vielmehr die Autolysat- 
flissigkeit meistens wie physiologische Kochsalzlésung, d.h. die in ihr 
suspendierten Zellen zeigen mehr oder weniger die von uns bei der 
Autolyse beobachtete absinkende Kurve (Abb. 2). Dieses Ergebnis 
geist also, daB es tatsachlich bei der Bebriitung von Krebszellen zu 


: 5 * ‘ . . ' . es . ° 
einem Ubertritt von Substanzen in die Suspensionsfliissigkeit kommt, 


die zellésend wirken und deren Konzentration mit der Zunahme der 
Menge der Suspensionsfliissigkeit rasch abnimmt. Unsere oben ver- 
tretene Erklarung der absteigenden autolytischen Kurve von Carcinom- 
zellen durch Annahme einer Auswanderung von lytischen Substanzen 
erscheint daher einigermaBen gestiitzt. Im itibrigen ist das Auftreten 
zellésender Korper im Verlauf der Autolyse schon mehrfach beobachtet 
worden. Ja, es wurde diesen Faktoren sogar eine gewisse Npezifitat 
in ihrer Wirkung gegeniiber dem Ausgangsmaterial zugeschrieben 
[Edelmann, Schénbauer und Schloss (5)}. Ubrigens konnten wir auch in 
der Suspensionsfliissigkeit der im VorratsgefiB langer aufbewahrten 
Zellen zellésende Faktoren nachweisen. 

Die bisher besprochenen Versuche zeigen also ein prinzipiell verschie- 
denes Verhalten der Zellésung, je nachdem die Zellen blof in Kochsalz- 
lésung suspendiert, also nur in Anwesenheit zelleigener Fermente unter- 
sucht werden — Autolyse — oder aber im Serum bzw. in Konzentraten 
lvtischer Substanz suspendiert sind. Schon dadurch ist der Beweis 
erbracht, da die durch Normalserum hervorgerufene Lyse keineswegs 
als bloBe Autolyse gewertet werden kann, sondern da die Annahme 
spezieller lytischer Faktoren im Normalserum gegeniiber Krebszellen 
unumganglich ist. 

Bei dieser Sachlage war es natiirlich von Interesse, die Autolyse 
normaler, reifer Organzellen unter den von uns gewahlten Bedingungen 
zu studieren. Bei Verwendung von Leberzellen ergab sich nun, daB die 
bei Krebszellen gefundene GesetzmaBigkeit eines mit der Verdiinnung 
der Zellemulsion absteigenden Zellzerfalls hier nicht vorhanden ist. 
Wie die Tabelle Il zeigt, weisen die vorhandenen Schwankungen, 
insofern solche itiberhaupt in nennenswertem Grade vorhanden sind, nie 
einen absteigenden Verlauf auf. Wir wiirden glauben, da} fiir dieses 
unterschiedliche Verhalten die Permeabilitét der Membranen bei Krebs- 
bzw. Normalzellen mitverantwortlich zu machen sei. Die erhdhte 
Permeabilitat des neoplastischen Gewebes ist ja schon wiederholt Gegen- 
stand von Untersuchungen gewesen: (6) bis (9). In unserer Versuchs- 
anordnung wiirde sie den Austritt von autolytischen Fermenten aus den 
Zellen in die Suspensionsfliissigkeit erklaren. In Ubereinstimmung mit 
dieser Auffassung konnten wir feststellen, da die nach 24stiindiger 
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Tabelle Il. Autolysekurven von normalen Leberzellen. 
(Lyse in Prozenten des Ausgangswertes gemessen.) 





1 Teil Zellemulsion mit 1 Teil Zellemulsion mit 
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Autolyse von Leberzellen durch Zentrifugieren gewonnene zellfreic 
Suspensionsfliissigkeit keinerlei lytisches Vermégen aufwies. Doch kann 


wohl auch der physikalisch-chemische Zustand der Fermente dieses 
unterschiedliche Verhalten erklaren. Bei dieser Sachlage schien ein 
Studium der Autolyse von Zellen metastasenfreier Lebern Krebskranke) 
besonders interessant; hat doch K. Bauer (10) den sehr bemerkens- 
werten Befund erhoben, da die aus solechen Lebern gewonnenen Zellen 
sich im cytolytischen Versuch wie Carcinomzellen verhalten, daB sie also 
von Normalserum gelést und von Carcinomzellen nicht gelést werden. 
Wir haben diesen Be- 
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Krebszellen feststellen : 
Abb, 3. Serolytische Kurven bei Verwendung von Zellen ri cs 
metastasenfreier Lebern Krebskranker. aufsteigende Kurven 


bei Verwendung von 
Normalzellen, absteigende bzw. Maximumkurven bei Verwendung von 
Carcinomzellen. Der Vollstandigkeit halber sei erwihnt, daB eine unter- 
schiedliche Beeinflussung von normalen Leberzellen (Leberzellen von an 
Pneumonie, Apoplexie usw. Gestorbenen) durch Normalserum und 
Carcinomserum nicht stattfindet (Abb. 3). 
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onanter Weise auf eine gewisse Ahnlichkeit im chemischen Aufbau 
vischen dem Tumor und den anscheinend gesunden Organen Krebskranker 
gewiesen wird. Aus Griinden, von denen spater zu reden sein wird, 
mochten wir diese Ahnlichkeit in der Lipoidstruktur der Zellen lokalisieren. 
bstverstandlich kann diese Anomalie von Leberzellen Krebskranker 
auch fiir diagnostische Zwecke Verwendung finden, wobei die relativ leichtere 
/ canglichkeit und Zahlbarkeit dieses Zellmaterials gegeniiber den Carcinom- 
zellen unstreitig groBe Vorteile aufweist. 

Wir haben nun auch derartige, sich im serodiagnostischen Versuch 
wie Carcinomzellen verhaltende Leberzellen Carcinomkranker auf ihre 
autolytische Kurve gepriift, konnten jedoch eine Abweichung vom Ver- 
halten normaler Leberzellen Krebsfreier nicht feststellen (Tabelle ILI). 
Bei Festhaltung unserer oben erwihnten Annahme, da fiir die charak- 


Tabelle III. Autolysekurven von Zellen metastasenfreier Lebern 
Krebskranker. 


(Lyse in Prozenten des Ausgangswertes gemessen.) 





1 Teil Zellemulsion mit 1 Teil Zellemulsion mit 


l g 20 5 10 20 
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5 40 a 30 10 10 0 0 
20 10 45 15 0 0 0 
70 70 70 35 30 35 30 
|) ak AP 0 0 0 0 0 
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teristische autolytische Kurve von Krebszellen die P’ermeabilitat der 
Zellwande fiir die Fermente bzw. der physikalisch-chemische Zustand der 
letzteren maBgebend sei, muB gefolgert werden, daB diese Qualitaten 
bei den gesunden Zellen Krebskranker nicht soweit geandert sind, 
da8 ihr autolytisches Verhalten in dieser Versuchsanordnung den 
Carcinomzellen gleich kime. Wir wiirden es fiir méglich halten, dab 
es sich hier nur um graduelle Unterschiede handelt, denn die er- 
folgreiche Einwirkung von Normalserum spricht unseres Erachtens 
doch wohl fiir eine erh6hte Durchlassigkeit der Zellwande, zumindest 
fiir bestimmte in der Suspensionsfliissigkeit vorhandene fermentative 
Faktoren. 

Der oben behandelte Unterschied im kurvenmaBigen Verlauf 
zwischen Autolyse und Carcinolyse durch Serum machte im Interesse 
der Sicherheit der daraus abgeleiteten Schliisse die Aufsuchung weiterer 
Kriterien fiir eine prinzipielle Trennung der beiden Erscheinungen er- 
forderlich, dies um so mehr, als ja nach dem bisherigen Ergebnis eine 
Verwandtschaft der beiden Vorgange oder eine Interferenz derselben 
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keineswegs ausgeschlossen war. Nun ist von autolytischen Vorgan: ey 
bekannt, daB sie durch Eiweibabbauprodukte gehemmt werden. Es \\ «1 
daher naheliegend, solche Substanzen einerseits bei der Autolys 
andererseits bei der Serolyse der Carcinomzellen hinzuzufiigen und ihren 
EinfluB zu beobachten. In Ubereinstimmung mit dem eben Gesagten 
ergab sich nun eine fast vollstandige Hemmung der Autolyse durch 
Pepton (Abb. 4). In gleicher Weise verhielt sich auch Harnstof/, von dem 
es bekannt ist, daB er gleichfalls bei der Autolyse entsteht (11). Die 
Hemmung durch Pepton wurde bereits friiher von Raab nachgewiesen 
Wenn jedoch die gleichen Substanzen bei serolytischen Versuchen Ver- 
wendung fanden, blieb bemerkenswerterweise jedwede Beeinflussuny 
der Lyse aus (Abb. 4). Durch diesen Versuchsausfall erscheint die friiher 
gezogene Annahme einer Verschiedenheit von Autolyse und Serolyse 

der Carcinomzellen erwiesen. 
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Abb. 4. Autolyse und Serolyse von Carcinom- ‘ 
zellen bei Zusatz von Pepton und Harnstoff. cinomzellen ausschlaggeben- 


aie Kuen, b) arc mit 10% Femme den Faktoren_proteolytsch 
Natur sind, wahrend wir 

fiir die durch Serum bewirkte Carcinolyse offenbar einen anderen 
Wirkungsmechanismus annehmen miissen. Hier ist wohl in erster Linie 
an Vorginge zu denken, die an den Lipoidstrukturen der Zellen angreifen. 
Fiir die Annahme solcher als Grundlage des Wesens der Carcinolyse 
sprechen auch Altere, mit Stern (12) vorgenommene Untersuchungen. 
In diesen zeigte sich namlich, daB es wahrend der Carcinolyse im Serum 
zu einer Zunahme von farberisch mittels Neutralrot darstellbaren 
Lipoiden kommt, und daB auch die mikrochemische quantitative Be- 
stimmung des Fettgehaltes im Serum nach stattgehabter Carcinolyse 
eine dieser annahernd parallel gehende Zunahme aufweist. Ferner 
verhielt sich auch das Normalserum bzw. Carcinomserum gegeniiber 
dem isolierten Tumorlipoid in einer weitgehend spezifischen, an das 
Verhalten gegeniiber Carcinomzellemulsionen erinnernden Weise (13). 
War also nach diesen Ergebnissen die prinzipielle Verschiedenheit 

der Autolyse von der Serolyse nachgewiesen, so ist nun die Frage 21 
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entscheiden, ob wahrend des serolytischen Versuchs auch autolytische 
Yorgange ablaufen und den Effekt der reinen Serolyse beeinflussen. 

dieser Hinsicht war zunachst der Befund von Interesse, dab 

-im Punkte 1 (Mengenverhaltnis 1: 1) beobachtete absolute Zellzahl 
im serolytischen Versuch fast immer bedeutend héher als im autolyti- 
schen Versuch gefunden wurde. Da also die Serolyse zu einem geringeren 
Zellschwund als die Autolyse gefiihrt hatte, so konnte von einer Sum- 
mation der beiden lytischen Vorgiainge keine Rede sein. Es mubte viel- 
mehr schon aus diesem Ergebnis der SchluB gezogen werden, das die 
Autolyse in Gegenwart von Serum in ihrer Wirksamkeit beeintrachtigt 
sei, eine Erkenntnis, die offenbar mit der seit langer Zeit bekannten 
und friither vielfach studierten antiautol ytischen Wirkung des Serums (14) 


zusammenhangt. 

Zur Stiitze dieser Auffassung laBt sich auch folgender Versuch 
heranziehen. Wenn Carcinomzellen mit der 20fachen Menge Normal- 
serum geschiittelt, von diesem durch Zentrifugieren getrennt und mit 
physiologischer Kochsalzlésung gewaschen werden, so erhalt man eine 


Zellemulsion, die sich im autolytischen Versuch als weitgehend resistent 
erweist: es tritt praktisch in keinem der vier Versuchsansiatze ein 
nennenswerter Zellschwund auf, wahrend solche Zellen bei Zusatz von 
Normalserum in gleicher Weise zerfallen wie native Carcinomzellen. 
Durch diese Feststellung einer in den Serumversuchen in Erscheinung 
tretenden hohen antiautolytischen Qualitit ist die Beurteilung der Car- 
cinolyse durch Serum ganz wesentlich vereinfacht, ja eigentlich erst ermég- 
licht; denn die Autolyse ist demnach nicht nur ein von der durch Serum 
bewirkten Carcinolyse quantitativ und qualitativ verschiedener Vorgang, 
sondern sie wird auch von dem Serum so hochgradig unterdriickt, dab 
das, was wir bei der Einwirkung des letzteren beobachten, tatsachlich ein 
reiner, durch keine autolytische Komponente getriibter serolytischer 
Vorgang ist. 
Zusammenfassung. 

1. Es wird gezeigt, daB Autolyse von Krebszellen und die durch 
Normalserum bewirkte Carcinolyse zwei vollkommen differente, ver- 
schiedenen quantitativen Gesetzen gehorchende Vorginge sind. Fiir die 
Autolyse von Krebszellen wird gezeigt, daB ihre Intensitat mit der 
Zunahme der als Suspensionsfliissigkeit verwendeten physiologischen 
Kochsalzlésung abnimmt, was auf eine Diffusion autolytischer Fermente 
zuriickgefiihrt wird. Beim Studium der durch Normalserum bewirkten 
Carcinolyse hingegen ergeben sich, wie schon vor Jahren gemeinsam 
mit Stern gezeigt wurde, bei gréBerer Menge zugesetzten Serums auch 
héhere Werte des Zellschwundes. 

2. Durch die Anwesenheit von EiweiBabbauprodukten (Pepton) 
und Harnstoff gelingt es, die Autolyse von Carcinomzellen auszuschalten, 
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wahrend die durch Serum bewirkte Carcinolyse nicht beriihrt \ ind, 
Dieses Ergebnis weist darauf hin, daB das Wesen der Autolyse ¢j; 
proteolytischer Vorgang sein diirfte, wahrend die Grundlage der direc) 
Serum bewirkten Carcinolyse wahrscheinlich auf einen Angriff an dey 
lipoiden Strukturen zuriickzufiihren ist. 

3. Eine Interferenz der Autolyse mit der durch Serum bewirkten 
Carcinolyse ist nicht anzunehmen, da das antiautolytische Vermoven 


des Serums die Autolyse der Krebszellen praktisch ausschaltet. 

4. Normale Leberzellen und auch Leberzellen Carcinomkranker 
zeigen keine charakteristische autolytische Kurve. Hingegen konnte dic 
von K. Bauer gefundene Eignung von Leberzellen Carcinomkranker zur 
serodiagnostischen Reaktion von den Autoren bestatigt und mittels der 
gemeinsam mit Stern ausgearbeiteten kurvenmaBigen Betrachtungs. 
weise nachgewiesen werden. 
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Abbau von Robisonester 
durch Triphospho-Pyridin-Nucleotid. 
Von 
Otto Warburg und Walter Christian. 
Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 29. Juni 1937.) 

Mit 2 Abbildungen im Text. 
Triphospho-Pyridin-Nucleotid, gebunden! an ein _ spezifisches 
Protein, dehydriert Robison-Ester zu Phosphohexonsiure. Triphospho- 
Pyridin-Nucleotid, im Verein mit anderen spezifischen Proteinen, de- 
hydriert Phosphohexonsiéure* und ihre Dehydrierungs- oder Dismuta- 


tionsprodukte. Geht man also von einem Gemisch von Robison-Ester 
und Triphospho-Pyridin-Nucleotid aus und gibt in passenden Zeit- 


abstainden verschiedene spezifische Proteine dazu, so kann man Robison- 


Ester schrittweise abbauen und den oxydativen Zuckerabbau in ahn- 
licher Weise zerlegen, wie mit den Proteinen des ,,Gartests** die Ver- 
girung des Zuckers. 

Die Isolierung des Proteins, das den ersten Schritt bewirkt, haben 
E. Negelein und W. Gerischer® beschrieben. In dieser Arbeit teilen wir 
mit, wie man andere (noch rohe) Proteinfraktionen gewinnen und ihre 
Wirkungen untersuchen kann. 


Protein-Fraktion I. Erster Schritt. 


700 cem Lebedew-Saft*? werden auf 0° gekiihlt und mit so viel 
54eem) zweifach normaler Essigsiure versetzt, dab py 4.5 bis 4,7 
ist. Der Niederschlag wird bei 0° abzentrifugiert und verworfen. Die 
iiberstehende Fliissigkeit, 700 cem, wird mit so viel (82 cem) zweifach 
normaler Natronlauge versetzt, daB py 7,7 bis 7,8 ist. 


' EB. Negelein u. BE. Haas, diese Zeitschr. 282, 206, 1935. 20. Warburg 
u. W. Christian, ebenda 287, 440, 1936; vgl. auch FP’. Lipmann, Nature 188, 
588, 1936; F.. Dickens, ebenda 138, 1057, 1936.—-° EB. Negelcinu. W. Gerischer, 
diese Zeitschr. 284, 289, 1936. — 4 O. Warburg u. W. Christian, ebenda 
254, 438, 1932, bes. S. 455. 
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Protein-Fraktion I. Zweiter Schritt. 


- 


In 782 ccm Lésung wird soviel Ammonsulfat (244 g) 
lést, daB der Sattigungsgrad in bezug auf Ammonsulfat 0,5. is 
Dann wird die Lésung 15 Minuten auf 50° erwarmt, wodurch, wie 
E. Negelein' entdeckt hat, Stoffwechselfermente ,,stabilisiert’’ werden 
kénnen. 


Die erhitzte Lésung wird zentrifugiert, der Niederschlag wird 
verworfen. Die iiberstehende Fliissigkeit (816 cem) wird mit dem 
halben Volumen gesattigter Ammonsulfatlésung versetzt, der Nieder- 
schlag, der die Proteinfraktion I enthalt, wird auf einer hoch- 
tourigen Zentrifuge mdéglichst von Mutterlauge befreit und it 
15 cem m/2 Phosphat des py 7,8 und Wasser auf 75 ccm gelost 
Die Lésung wird 17 Stunden in Cellophanschliuchen bei 6° gegen 
Wasser dialysiert, um die Hauptmenge des Ammonsulfats zu ent 
fernen. Bei der weiteren Dialyse gegen Wasser nimmt oft die Wirkung 
der Proteine ab. Sie blieb erhalten, wenn nicht gegen Wasser, 
sondern gegen eine verdiinnte Alkohollésung weiter dialysiert wurde, 
ein zuerst von F. Kubowitz bei der Dialyse empfindlicher Proteine 
angewandtes Verfahren. Nach der 17stiindigen Dialyse gegen Wasser 
dialysieren wir also etwa 48 Stunden weiter gegen Wasser, dem 
5 Vol-°, Methanol zugesetzt sind. | 


Protein-Fraktion I. Dritter Schritt. 


Die durch ausgefallenes EiweiB getriibte dialysierte Fliissigkeit 
(100 cem) wird bei 6° mit dem halben Volumen (50 ccm) einer Methano!- 
lésung versetzt, die 80 Volumina Methanol und 20 Volumina Wasser 
enthalt. Der ausfallende Niederschlag, der die Proteinfraktion | 
enthalt, wird bei 0° abzentrifugiert. Die iiberstehende Fliissigkeit (/) 
enthalt die Proteinfraktion II (vgl. unten). 


Der Niederschlag wird bei 6° mit 100 cem Wasser zu einer triiben 
Fliissigkeit gelést, die Lésung wird mit 50 ccm 80 vol.-°,igen Methanols 
gefallt und wieder bei 0° zentrifugiert. Die iiberstehende Fliissigkeit 
wird verworfen, der Niederschlag wird mit 50 cem m/50 Phosphat- 
lésung des py 7,4 aufgenommen. Eine Triibung wird hochtourig 
abzentrifugiert und verworfen. Die klare iiberstehende Lésung wird 
bei 6° im Vakuum (als gefrorener Block) iiber Calciumchlorid ge- 
trocknet. Das Gewicht des Trockenpulvers aus 700 cem Lebedew- 
Saft betrigt etwa 1,8 g. 


' E. Negelein, diese Zeitschr. 287, 329, 1936. 
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Protein-Fraktion I. Vierter Schritt. 


1,8 g Trockenpulver werden in 100 com Wasser gelést. Die Lésung 
wird auf 0° gekiihlt und mit (1,7 cem) zweifach normaler Essigsaure auf 
py 5,2 bis 5,3 gebracht. Der beim Ansauern ausgefallene Niederschlag 
wird abzentrifugiert und verworfen. Die iiberstehende Fliissigkeit 
wird bei 0° mit dem halben Volumen 80 vol.-°,igem Methanol ver- 
setzt und zentrifugiert. Der Niederschlag, der die Proteinfraktion | 
enthalt, wird mit 50cem m/50 Phosphat des py 7,4 zu _ einer 
wasserklaren Fliissigkeit gelést, die im Vakuum bei 0° tiber Calcium. 
chlorid (als gefrorener Block) zur Trockne verdampft wird. Aus- 
heute etwa 0,7 g aus 700 cem Lebedew-Saft. 


Protein-Fraktion II. 


Die iiberstehende Fliissigkeit F (siehe Proteinfraktion I, dritter 
Schritt) stellt man 17 Stunden in den Eisschrank, wobei ein Niederschlag 
ausfallt, den man abzentrifugiert und verwirft. Die iiberstehende 
Fliissigkeit wird im Vakuum bei 0° (als gefrorener Block) iiber Calcium- 
chlorid zur Trockne verdampft. Das Gewicht des Trockenpulvers aus 


700 com Lebedew-Saft betragt etwa 1,8 g. 


Phosphohe xonsaure. 


Zur Bestimmung der Wirksamkeit der beiden Proteinfraktionen 
benutzen wir Phosphohexonséure, die zuerst von R. Robison und 
E.J. King! durch Oxydation der Hexosemonophosphorsaure mit 
Brom dargestellt worden ist. 


5g krist. Caleiumsalz des Robison-Esters? (= 1,58. 10-2 Mole) lésen 
wir in 100cem Wasser. 3g CaO (= 5,4. 10-2 Mole), in 20cem Wasser 
verrieben, und 1,2 cem Brom (= 3.8 g = 2,4. 107? Mole) werden zugesetzt. 
Man schiittelt 2 Stunden bei Zimmertemperatur, séiuert mit 40 cem zweifach 
normaler Salzséure an, verjagt das iiberschiissige Brom durch einen Luft- 
strom, zentrifugiert einen geringen Niederschlag ab, fallt mit dem fiinffachen 
Volumen Alkohol, wascht das ausgefallene Calciumsalz auf der Zentrifuge 
zweimal mit 80 vol.-°,igem und einmal mit reinem Alkohol und trocknet 
im Vakuum iiber Caleiumchlorid. Ausbeute 3,6 g. 


Zur Reinigung lést man 2 g Calciumsalz in 20 cem Wasser, gibt bei 0° 
4ceem zweifach normale Salzsaiure dazu, zentrifugiert nétigenfalls einen 


1 R. Robison u. E. J. King, Biochem. J. 25, 323, 1931; M. Mac Leod 
u. R. Robison, ebenda 27, 286, 1933. — 2 O. Warburg u. W. Christian, 
diese Zeitschr. 254, 438, 1932; vgl. auch C. V. Smythe, J. Biol. Chem. 
117, 135, 1937; 118, 619, 1937. 
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geringen unléslichen Riickstand ab, fallt mit dem fiinffachen Volumen 


Alkohol und wascht und trocknet wie oben. Ausbeute 1 g. 
Das Calciumsalz verlor im Hochvakuum bei 60° 8,5°, seines Gewiclhits 
In der wasserfreien Substanz fand W. Liittgens: 
5,596 mg; 4,625mg CO,; 1,854 mg H,O. 
4,890 mg; 2,285 mg CaC,O,H,0. 


5,245 mg; 35,540 mg Ammonium-Phosphor-Molybdat. 





Gefunden °/, 
Cg H,, P, Ca, O04), berechnet °/, 
(Mol.-Gew. 314) 


300 mg des Calciumsalzes, in 3cem Wasser gelést, drehten im 
1 dm-Rohr nicht merklich (Empfindlichkeit 1/,5,°). 


0,02 Millimole (= 448 emm) des Alkali-Salzes, mit Sauerstoff, 
gelbem Ferment, Negeleins Zwischenferment und Triphospho-Pyridin- 
Nucleotid geschiittelt, nahmen keinen Sauerstoff auf (Empfindlich- 
keit 1 cmm). ss 


Das Praparat enthielt also keine Hexosemonophosphorsaure. 


Zum Gebrauch in den Testen setzen wir das saure Calciumsalz zum 
neutralen Alkalisalz um: 314 mg der wasserfreien Substanz (= 1 Millimol) 
oder entsprechend mehr von der wasserhaltigen Substanz werden in 5 ccm 
Wasser in einem Zentrifugierglas gelést. Man setzt 1 cem m/1 Kaliumoxalat 
und Il ecm n Natronlauge zu, zentrifugiert das Caleiumoxalat ab, wiaischit 
es auf der Zentrifuge mit Wasser und bringt die iiberstehende Fliissigkeit 
und die Waschwisser auf 10 cem, so daB8 die Lésung m/10 molar in bezug 
auf Phospho-Hexonsaure ist. 


1. Test (Priifung der Proteinfraktion I). 


Phosphohexonsaure und Triphospho-Pyridin-Nucleotid reagieren 
in wasseriger Lésung nicht miteinander. Das Gemisch der beiden 
Phosphorséure-Ester bleibt auch reaktionslos, wenn man Negeleins 
Zwischenferment hinzufiigt. Ersetzt man aber das Zwischenferment 
durch die Proteinfraktion I, so erfolgt eine stiirmische Reaktion., 
bei der die Phosphohexonsiure von dem Pyridinkern des Nucleotids 
unter Kohlenséureentwicklung oxydiert, der Pyridinkern zu _ Di- 
hydropyridin reduziert wird. Die Erscheinungen sind also ahn- 
lich wie bei der Dehydrierung des Robison-Esters durch Triphospho- 
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Pyridin-Nucleotid, nur ist zur Dehydrierung des anderen Substrats 
ein anderes Protein erforderlich. 


Um Nucleotid zu sparen, ordnet man den Test wiede; so an, 
dai man das reduzierte Nucleotid durch gelbes Ferment, das 
reduzierte gelbe Ferment durch molekularen Sauerstoff reoxydiert. 
Dann geniigen Nucleotidmengen, die klein sind im Vergleich zur Menge 
des Substrats. 


Vorschrift. In den Hauptraum eines kegelférmigen MeBgefaBes gibt 
man 1 cem einer m/100 Phosphatlésung des py 7,4; 0,2 cem einer m/10 Lé- 
sung von phosphohexonsaurem Alkali (0,62 mg P = 448cemm P); 1. 10-8 
Mole gelbes Ferment; 0.1 cem 80 vol.-°,,iges Methanol und einige Milligramm 
der Proteinfraktion I. (Das Methanol dient wie bei der Dialyse zur ,,Stabili- 
sierung** des Proteins und ist ohne EinfluB auf den Endwert der Oxydation.) 
— In die Birne des -MeSgefaBes gibt man 0,035 mg Triphospho-Pyridin- 
Nucleotid, gelést in 0,2 cem Wasser. — Der Einsatz des MeBgefaBes enthalt 
0.2cem 10°,ige Kalilauge, der Gasraum wird mit Sauerstoff gefiillt. Die 
Temperatur des Thermostaten ist 20°. — Bei ¢ = 0 wird das Nucleotid 
in den Hauptraum gegeben. 


In Abb. 1 ist ein Versuch graphisch dargestellt. Wie man 
sieht, ist der Sauerstoffverbrauch in den beiden ersten Stunden 
proportional der Zeit. Dann wird die Oxydation langsamer und 
macht halt, wenn etwa 0,6 Mole Sauerstoff pro Mol Phosphohexon- 
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Abb. 1. 


Die Lisung enthielt 5 mg der Protein- 
fraktion I und 0,2cem m/10 Phospho- 
hexonsiure = 0,62 mg P = 448 emm P. 
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siure verbraucht sind. — In den Endlésungen fanden wir kein 
Wasserstoffperoxyd. — Gleichzeitige Bestimmungen der Kohlensaure- 
entwicklung ergaben, da®B 1,2 bis 1,3 Mole Kohlensiure pro Mol 
verbrauchten Sauerstoffs frei werden. 


2. Test (Priifung der Proteinfraktion II). 


Ersetzt man in dem durch Abb. 1 dargestellten Versuch die Protein- 
fraktion I durch die Proteinfraktion II, so findet man keine Reaktion, 
weder wird Sauerstoff verbraucht, noch wird Kohlensaure entwickelt. 
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Gibt man aber, nachdem die Wirkung der Proteinfraktion langsay 
geworden ist, aus einer zweiten Birne Proteinfraktion II hinzu, so 
geht die Oxydation weiter. War vor Zugabe der Proteinfraktioy [| 
etwa 1 Atom Sauerstoff pro Mol Phosphohexonsaure verbraucht. s0 
werden jetzt weitere 4 Atome Sauerstoff verbraucht, wobei sich wiede; 
etwas mehr als 1 Mol Kohlensdéure pro Mol verbrauchten Sauerst offs 
entwickelt. 

Der Test ist wie bei der Priifung der Proteinfraktion I an. 
geordnet, nur ist die Menge an Phosphohexonséure viermal kleiner, 
damit man bis zum Abklingen der ersten Reaktion nicht zu lange 
warten muB. 

In Abb. 2 ist ein Versuch graphisch dargestellt. Wie man sieht 
ist nach etwa 90 Minuten die erste Reaktion langsam geworden. (ib 
man jetzt Proteinfraktion IT hinzu, so wird die Anfangsgeschwindigkeit 
der Oxydation wieder hergestellt. 


~ 


Abb. 2. 
Test zur Priifung der Proteinfraktion II. 
* Die Lésung enthielt 0,05 cem m/10 
Phosphohexonsiiure = 0,155 mg P 
= 112cmm P. 





60 9% 720 780 760 


‘Un. 


Fructoseeffekt. 


Gibt man zu der Testlésung, die die beiden Proteinfraktionen 
enthalt, Hefekochsaft, so wird nach Abzug der Eigenoxydation cles 
Saftes pro Mol Phosphohexonsaiure mehr Sauerstoff verbraucht als 
ohne Kochsaft. Wir haben versucht, den Kochsafteffekt durch Sub- 
stanzen bekannter Zusammensetzung zu erzeugen und gefunden. 
daB Glucose, besser noch Fructose, ahnlich wirken wie Kochsaft. 
Beispielsweise bewirkt Zusatz von 1 mg Fructose zu der Testlésung. 
da pro Mol Phosphohexonséure nicht 5, sondern etwa 12 Atome 
Sauerstoff verbraucht werden. In der Testlésung, die keine 
Phosphohexonsaure enthalt, wird Fructose nicht oxydiert. — Der 
Quotient CO,/O, der durch Fructose gesteigerten Oxydation ist 
nahezu 1. — 
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Endprodukte des 1. Tests. 


Der Ansatz: 


50 ecem m/50 Phosphat (== 31 mg P) des py 7,4; 10 cem m/10 phospho- 
hexonsaures Alkali (= 31mg P = 276mg Phosphohexonsaure); 50. 10-8 
Mole reines gelbes Ferment, gelést in 12 cem Wasser; 4.5 cem 80 vol.-°.iges 
Methanol; 1,7 mg _ Triphospho-Pyridin-Nucleotid; 250mg _ Protein der 
Proteinfraktion I, vierter Schritt, 


wurde 300 Minuten bei 20° mit Sauerstoff geschiittelt. Dann war die 
Oxydation langsam geworden, 1100 cmm _ Sauerstoff (= 0,5 Mole 
Sauerstoff pro Mol Phosphohexonsaure) waren verbraucht. 


Nach EnteiweiBung mit !/, Volumen 50° iger Trichloressigsiure 
enthielt die Lésung 26 mg P in freier Phosphorséure und 26 mg P in 
gebundener Phosphorséure. Es war also weder freie Phosphorsiure 
gebunden, noch gebundene Phosphorsaure frei geworden. 
oiger Kali- 
lauge neutralisiert und mit Bleiacetatlésung gefallt. Der Niederschlag 
wurde abzentrifugiert und mit 20 ccm 0,5°,iger Bleiacetatlésung ge- 
waschen. Die iiberstehende Fliissigkeit, die schwach kongosauer re- 
agierte, enthielt keine freie Phosphorsiure, aber 9 mg in gebundener 
Phosphorsdure. Mit Blei-Subacetat wurde daraus der Phosphor bis 
auf einen Rest von 0,65 mg gefiallt. 


Die trichloressigsaure Lésung wurde mit (3,5 cem) 50° 


Bleiacetatfallung. 


Die Bleiacetatfallung wurde in 20 ccm Wasser suspendiert, mit 
Schwefelwasserstoff entbleit und nach Entfernung des Schwefelwasser- 
stoffs mit 1,5 ccm m/l Magnesiumacetat und mit soviel Ammoniak 
versetzt, bis alles Magnesium-Ammonium-Phosphat auskristallisiert 
war. Das Filtrat wurde unter vermindertem Druck auf 25 ccm 


eingeengt, Spuren Schwefelsaure wurden nétigenfalls durch Barium- 
nitrat entfernt. Dann wurde der gebundene Phosphor mit Blei- 
acetat vollstandig gefallt. Die Bleisalze wurden zweimal mit 10 ecm 
Wasser gewaschen und im Vakuum iiber Calciumchlorid getrocknet. 
Ausbeute 205 mg. 


Die Bleisalze wurden mit Quecksilberacetat fraktioniert. 200 mg 
wurden in 40 ccm Wasser suspendiert und mit Schwefelwasserstoff 
entbleit. Das Filtrat vom Schwefelblei wurde, nach Entfernung des 
Schwefelwasserstoffs, mit Quecksilberacetat, das Filtrat von der Queck- 
silberfallung mit Bleiacetat gefiallt. Aus beiden Fallungen wurden dann 
mit Schwefelwasserstoff die Metalle entfernt, aus den Filtraten vom 
Quecksilber und Bleisulfid wurden die Bleisalze mit Bleiacetat gefallt. 





294 O. Warburg und W. Christian: 


Sie wurden auf der Zentrifuge mit Wasser gewaschen und im Vakuium 
iiber Calciumchlorid getrocknet. 


Zur Analyse wurden die Bleisalze einige Stunden im Hochvakuim 
bei 60° getrocknet. In den wasserfreien Substanzen fand W. Liittge is: 


Bleisalz aus dem Quecksilbersalz: 
6,287 mg; 1,756 mg CO,; 0,592 mg H,O. C: 7,62%. H: 1,05 °, 
5,373 mg; 4,825 mg PbSQ,. Pb: 61,52 9% 
Phosphor kolorimetrisch: 6,2 %. 
Bleisalz aus der Mutterlauge des Quecksilbersalzes: 
6,288 mg; 2,484 mg CO,; 0,881 mg H,O. C: 10,77 
4,399 mg; 3,654 mg PbSO,. Pb: 56,75 © 
Phosphor kolorimetrisch: 5,9 %. 





Bleisalz aus dem Quecksilbersa!z gefunden, % 7,62 | 1,06 
C,H, P, Pbi,50;, berechnet, % . . 7,01 1 081 
Bleisalz aus der Mutterlauge des Quecksilber- 

salzes gefunden, 10,77 | 1,67 


C,H, P, Pb;.50, berechnet, © 10,90 1,45 
5 1 | oO 


Blei-Subacetatfallung. 


Filtrat und Waschwasser der Bleiacetatfallung wurden vereinizt 
und mit Bleisubacetatlésung gefallt. 0,65 mg Phosphor blieben in 
Lésung. Die Bleisalze wurden mit verdiinnter Bleisubacetatlésung 
gewaschen und mit Schwefelwasserstoff entbleit. Die entbleite Lésung 
wurde unter vermindertem Druck auf 10 ccm eingeengt, mit Baryt- 
wasser eben alkalisch gemacht, von einem geringen Niederschlay 
durch Zentrifugieren befreit und mit dem doppelten Volumen Alkoho! 
gefallt. Es fielen Bariumsalze, deren Gewicht nach dem Trocknen im 
Vakuum 126 mg betrug. 

Die Bariumsalze enthielten 6 Atome Kohlenstoff auf 1 Atom 
Phosphor. 

Eigenschaften. 


Die Phosphorsaiure-Ester, die mit Bleiacetat fallen, geben weder 
mit Seliwanoffs Reagens noch mit Phloroglucin-Salzséure eine wesent- 
liche Farbung, auch keinen wesentlichen Reduktionswert nach Hagedorn- 
Jensen. 

Die Phosphorsaure-Ester, die mit Blei-Subacetat fallen, geben mit 
Scliwanoffs Reagens eine Braunfarbung, mit Phloroglucin-Salzsaure 
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einen Farbstoff, der in Amylalkohol eine Bande um 560 my hat. Der 

teduktionswert nach Hagedorn-Jensen betrigt 60°, des Reduktions- 
wertes der Glucose, wenn man aquimolekulare Mengen Glucose und 
Phosphor vergleicht. 

Im ersten Test geben die Phosphorsaure-Ester aus beiden Fallungen 
nur geringe Ausschlage, was nach den Bedingungen, unter denen sie 
yewonnen werden, zu erwarten ist. Im zweiten Test reagieren, bei Zu- 
gabe der Proteinfraktion II, wesentlich nur die Phosphorsaure-Ester, 
die mit Blei-Subacetat fallen. 

Uber die Konstitution der Phosphorsiure-Ester wird sich erst 
nach Abspaltung der Phosphorsaure etwas aussagen lassen. Die Analyse 
des Esters, die 3 Atome Kohlenstoff auf 1 Atom Phosphor ergibt, 
stimmt zwar auf Paosphoglycerinsaure, doch fanden wir keine wesent- 
liche Drehung und auch keine Spaltbarkeit durch Lebedew-Saft. 








Hemmende Wirkung von Phenolderivaten auf die Autoxydation 
des Vitamins A. 
Beitrag zur Lehre vom Antagonismus Thyroxin: Vitamin A. 
Von 


Walter Fleischmann und Susanne Kann. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 4, Juli 1937.) 


Im Verlauf von Untersuchungen iiber den Antagonismus Thyroxin 
: Vitamin A erschien die Frage von Interesse, inwieweit diese beiden 
Substanzen miteinander reagieren kénnen [Fleischmann und Kann (1)]. 
v. Euler und Klussmann (2) hatten namlich gezeigt, daB das Thyroxin 
imstande ist, kolloidal geléstes Carotin zu binden. Wir konnten nun 
zeigen, das die durch Carotin bewirkte Autoxydation ungesittigter 
Fettsauren durch Thyroxinzusatz aufgehoben werden kann. 


Zu 5 ecm Olséure wurden 0,5 eem angesiuerten Alkohols zugesetzt, in 
dem 5 mg reinsten Carotins gelést waren. Dieses System zeigte im Warburg- 
Apparat einen gut meBbaren Sauerstoffverbrauch bei 37° (rund 20 emm je 
Stunde). Verwendete man nun einen angeséuerten Alkohol, in dem neben 
2mg Carotin auch 2mg Thyroxin’gelést waren, so war der Sauerstoft. 
verbrauch weit geringer (rund 5cmm je Stunde) und zwar von derselben 
Gr6éBenordnung wie die Sauerstoffaufnahme eines Systems 5 ccm Olsiiure 
+ 0,5cem angesdiuerten Alkohols. Es wurde damals von uns die Ver- 
mutung ausgesprochen, daB es sich bei diesem Versuch um eine Wirkung 
des Thyroxins als Phenolderivat handeln kénne. Denn nach Karrer (3) 
wirken ganz allgemein Phenole stark verzégernd auf die Autoxydation (es 
Carotins. Nun kommt nach W. Franke (4) die. Beschleunigung der Aut- 
oxydation der Olséure durch Carotin in der Weise zustande, da® eine Re 
aktionskette ausgelést wird, die beim Carotin beginnt. Heubner hat aut 
dem Naturforschertag 1934 die Vermutung ausgesprochen, daB die Ent- 
giftung des Thyroxins durch Kupfersalze infolge einer Komplexbildung des 
Thyroxins mit dem Kupfer zustande kommt. ,,Als Phenol mu das Thy 
roxin in der Tat zur Komplexbildung mit manchen Metallen geneigt sein.” 
(Heubner.) De Caro (5) hat ebenfalls die oxydationshemmende Wirkung 
von Thyroxin und Dijodtyrosin bei der Autoxydation ungesattigter Fett- 
séuren mit ihrem Phenolcharakter in Zusammenhang gebracht. 


Es erschien nun von Interesse zu priifen, inwieweit eine derartige 
Reaktionsméglichkeit im Sinne einer oxydationshemmenden Wirkung 
dem Thyroxin auch gegeniiber dem Vitamin A zukommt, ferner zu 
untersuchen, inwieweit diese oxydationshemmende Wirkung des 
Thyroxins mit seiner Eigenschaft als Phenolderivat zusammenhangt. 

Huston, Lightbody und Ball (6) hatten gezeigt, daB Zusatz von 
Hydrochinon zu Lebertran oder Milchfett den Vitamin-A-Gehalt 
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sta bilisiert. Schon ein Zusatz von 1 mg Hydrochinon zu 50 ccm Milchfett 
war wirksam. Ein ahnliches Ergebnis brachten Untersuchungen von 
Holmes, Corbet und Hatzler (7), die ebenfalls eine oxydationshemmende 
Wirkung von Hydrochinon gegeniiber dem Vitamin A des Lebertrans 
fanden. Es wurde sogar die industrielle Verwertung des Zusatzes von 
Hydrochinon zwecks Stabilisierung des Vitamingehalts von Lebertran 
in Erwagung gezogen. 

Um nun das lipoidlésliche Vitamin A und die in wasseriger (neutraler 
oder alkalischer) Lésung befindlichen Substanzen in ein einheitliches 
Milieu zu bringen, wurde wie folgt verfahren: 


5ceem Vitaminkonzentrat (wir verwendeten das uns von der Firma 
\Vedepha freundlichst iiberlassene Praparat Vogan der I. G. Farbenindustrie) 
wurden mit 10 cem Ather versetzt und diese Fliissigkeit dann im Scheide- 
trichter mit 100 cem destilliertem Wasser ausgeschiittelt. Nach der Trennung 
ler 6ligen und wasserigen Schicht im Scheidetrichter war in die wasserige 
Phase reichlich vitaminhaltiger Ather iibergegangen. (Nachweis mittels der 
Antimontrichloridreaktion nach Carr-Price). Dieser wasserigen Lésung 
wurden die zu untersuchenden Substanzen zugesetzt; durch Zusatz kon- 
zentrierter NaOH wurde die Fliissigkeit fiir die bei neutraler Reaktion 
nicht oder nur schwer léslichen Substanzen alkalisch gemacht (entsprechend 
einer 0,15°,igen NaOQH-Loésung). Die zu untersuchenden Substanzen 
wurden in Mengen von 20 und 40 mg je 30 ccm der wisserigen Vitamin- 
suspension zugesetzt. Diese Lésungen wurden ebenso wie Kontrolisuspen- 
sionen ohne Zusatz in dunkle Flaschen gefiillt und im Dunkeln aufbewahrt. 
Es wurden von diesen Lésungen jeden zweiten Tag Proben von 2 ccm mit 
der Pipette entnommen, mit 1 ccm Chloroform im Scheidetrichter aus- 
geschiittelt und sodann in der Chloroformfraktion die Reaktion nach Carr- 
Price angestellt. 

Bei den die Autoxydation hemmenden Substanzen war diese 
Reaktion auf Vitamin A noch 2 bis 4 Tage lang positiv, nachdem in den 
Kontrollen kein Vitamin A mehr nachweisbar war. Die Versuche mit 
beiden Konzentrationen der zu untersuchenden Substanzen (20 und 
40 mg je 30 ccm) waren stets gleichsinnig. Samtliche Substanzen mit 
einer Phenolgruppe wirkten hemmend auf die Autoxydation des 
Vitamins A, wahrend die beiden untersuchten Substanzen ohne diese 
Gruppe keinen Einflu8 auf die Autoxydation des Vitamins hatten. 
Besonders bemerkenswert ist der Unterschied im Verhalten der beiden 
Aminoséuren Tyrosin und Phenylalanin, welche sich nur durch die 
Phenolgruppe unterscheiden (vgl. die Tabelle). 


Es mu8B bemerkt werden, daB nach 48 Stunden haufig die Probe mit 
Zusatz des Phenolderivats eine schwiachere Reaktion gab als die Kontrolle, 
daB aber nach weiteren 2 Tagen die Probe mit dem Phenolderivat stets eine 
starkere Carr-Price-Reaktion gab. Etwa vom sechsten Tage an bei den 
alkalischen, vom achten Tage an bei den neutralen Lésungen war die Carr- 
Price-Reaktion in den Kontrollen negativ, in den mit Phenolderivaten ver- 
setzten Proben positiv. 
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Tabelle. 
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Es ergibt sich also aus diesen Versuchen, da& Kérper mit einer 
Phenolgruppe ganz allgemein verzégernd auf die Autoxydation des 
A Vitamins wirken. Da manche Hormone, wie Thyroxin und Adrenalin 
in diese Klasse fallen, erscheint die Tatsache, daB diese Hormone das 
Vitamin A in vitro stabilisieren, mit ihrer Phenolgruppe in Verbindung 
zu stehen. 


Es soll betont werden, daB diese Versuche nicht als Nachahmung 
der sich im Kérper abspielenden Vorginge aufgefaBt werden miissen: 
dazu entsprechen die Reaktionsbedingungen zu wenig den physiologi- 
schen. Trotzdem ist es aber denkbar, daB sich auch im Kérper derartige 
Reaktionen zwischen Substanzen der Phenolgruppe und dem Vitamin A 
abspielen. Es wird Aufgabe weiterer Untersuchungen sein festzustellen, 
inwieweit derartige Reaktionen in die Beziehungen zwischen den 
Hormonen der Schilddriise und dem Vitamin A eingreifen. Weiter zeigen 
aber die Versuche, daB das Thyroxin nicht einfach als Oxydations- 
katalysator aufzufassen ist, eine Auffassung, die der eine von un: 
schon vor 10 Jahren vertrat, als er bei Zusatz von Thyroxin zu isolierten 
Zellen in vitro jede Steigerung des Sauerstoffverbrauchs vermibte 





besor 
pl imé 
Wa hr 
mann 
nicht 
4 
geger 
BE. K 
spezi 
Zuful 
Uber 
teag 
halte 
Phen 
unser 
serol 
mone 


, 
heute 
yon | 
veht 
deriv 
Adre 
nalin 
von 

Base 
das 2 
Syste 
yespl 
wirke 
das | 
Wide 
der 1 
zuko 
halt 
proze 


biolo 
vielle 
Kons 


mégl 


Hemmende Wirkung von Phenolderivaten auf die Autoxydation usw. 299 


Fivischmann (8)|. Diese Auffassung wird durch neuere Arbeiten, 
besonders von Mansfeld (9), gestiitzt. Das Thyroxin fiihrt niemals 
primar zu einer Steigerung des O,-Verbrauchs der Zellen, sondern wirkt 
wahrscheinlich primar suf die anaerobe Phase des Stoffwechsels [ Fleisch- 
mann, Haffner (10), Mansfeld]. Auch das Dijodtyrosin wirkt in vitro 
nicht atmungsférdernd, sondern atmungssenkend [ Paal (11). 


Weiter erscheint diese gemeinsame Reaktion der Phenolkérper 
vegeniiber dem “Vitamin A deshalb von Interesse, weil J. Bauer und 
E. Kunewadlder (12) die Feststellung machten, dais weitgehend un- 
spezifische komplementbindende Reagine sowohl bei experimenteller 
Zufuhr von Hormonen als auch bei Erkrankungen, die mit hormonaler 
Uberfunktion einhergehen, entstehen kénnen. Die Spezifizitat dieser 
teagine ist so gering, da sie verschiedenartige den Phenolring ent- 
haltende Hormone und auch andere Substanzen bis zum isolierten 
Phenolring selbst umfaBt. Vergleicht man diese Ergebnisse mit den 
unserigen, so geht daraus hervor, daf es sowohl chemische als auch 
serologische Reaktionen gibt, die den Phenolderivaten unter den Hor- 
monen (Thyroxin, Dijodtyrosin, Adrenalin) gemeinsam sind. 


Uber die biologische Bedeutung dieser Zusammenhange kénnen wir 
heute noch nichts aussagen. Da aber die oxydationshemmende Wirkung 
von derartigen Substanzen physiologisch in Erscheinung treten kann, 
geht aus den Arbeiten von Bacq (13) hervor, der feststellte, daB Phenol- 
derivate, die in vitro oxydationshemmende Wirkung gegeniiber dem 
Adrenalin haben, wie Pyrogallol, Thyroxin u.a., auch in vivo die Adre- 
nalinwirkung verlangern und verstarken. Er spricht ganz ausdriicklich 
von antioxydatischen Phenolkérpern und nimmt an, da z. B. beim 
Basedowiker das im Uberflu&8 vorhandene Thyroxin stabilisierend auf 
das Adrenalin und damit im Sinne eines Hypertonus des sympathischen 
Systems wirkt. Als erster hat wohl Mattill (14) den Gedanken aus- 
yesprochen, dafS§ Substanzen dieser Art (also Phenole, die antikatalytisch 
wirken) in die biologischen Oxydationen hemmend eingreifen, und dabei 
das Thyroxin und das Adrenalin erwahnt. Auch Bacq ist sich des 
Widerspruchs bewuBt, die in der Anschauung liegt, dab eine Substanz, 
der unzweifelhaft im tierischen Kérper eine oxydationsférdernde Rolle 
zukommt, auch oxydationshemmende Wirkungen entfalten soll. Er 
halt es jedoch fiir denkbar, daB das Thyroxin sich nicht allen Oxydations- 
prozessen gegeniiber gleichsinnig verhalt. 
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Es wird beabsichtigt, diese Untersuchungen auf das Studium des 
biologischen Antagonismus Thyroxin: Vitamin A auszudehnen, weil sie 
vielleicht einen Einblick in den Zusammenhang zwischen chemischer 
Konstitution eines Hormons und seiner biologischen Wirkung er- 
méglichen. 
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Zusammenfassung. 


1. Thyroxin, Dijodtyrosin, Tyrosin und Adrenalin hemmen 
Gegensatz zu ahnlich gebauten Substanzen ohne Phenolgruppe (Phen. 
alanin) — die Autoxydation des Vitamins A. 

2. Es wird die oxydationshemmende Wirkung dieser Substanzen 
mit ihrer Eigenschaft als Phenolderivate erklart und in Parallele zy 
der bekannten stabilisierenden Wirkung des Hydrochinons auf Vitamin A 
gesetzt. 

3. Die biologische Bedeutung der oxydationshemmenden Wirkung 
von Hormonen mit einer Phenolgruppe wird diskutiert. 
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Zur Zubereitung der Nahrung 
und deren ernihrungsphysiologischen Bedeutung. 
III. Mitteilung: 
Der Histobasengehalt verschiedener ungerésteter Vegetabilien. 


Von 


B. Bleyer, W. Diemair und F. Fisehler, 


unter Mitarbeit von F. Arnold und H. Bickel. 


(Gemeinschaftsarbeit aus der Deutschen Forschungsanstalt fiir Lebens- 
mittelchemie, Miinchen.) 


(Eingegangen am 16. Juni 1937.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Bei den vorangegangenen Untersuchungen wurde die Beobachtung 
gemacht, daB der Histobasengehalt in Abhangigkeit von den gewahlten 
Temperaturbedingungen bei der Réstung verschiedener Vegetabilien 
mehr oder minder groBen Schwankungen unterworfen ist, was ins- 
besondere deutlich in der kurvenmaBigen Darstellung der Ergebnisse 
zum Ausdruck kommt!. Diese sich wiederholenden Vorgainge waren 
zunachst nur so erklarbar, daB verschiedene Résttemperaturen eine in 
andere Richtung verlaufende Umsetzung im Eiweibkomplex bewirken, 
wobei im Verlauf des Réstvorganges oder auch bereits bei der Auf- 
arbeitung des Untersuchungsmaterials (Hydrolyse) bis zur gewiinschten 
Histobasenfraktion unter Umstanden Melanoidinbildung eintritt. 

Die Melanoidine sind Verbindungen zwischen Kohlenhydraten und 
KiweiBstoffen, an deren Stelle auch der Histobasenkomplex irgendwie 
beteiligt sein kénnte. Diese interessante Stoffklasse war gerade in 
jiingster Zeit Gegenstand eingehender Untersuchungen von H. Liiers 
und seinen Schiilern?, nachdem diese Substanzen bereits friiher als 
Farbstoff- und Aromabildner beim Darrmalz erkannt worden waren*, 
also bei einem Erzeugnis, das gleichfalls durch Réstung gewonnen wird. 
Auffallenderweise geben solche Melanoidine, deren Konstitutionsauf- 
klarung noch recht liickenhaft ist, die Histobasenreaktion in der bekannt- 
gegebenen Weise, wodurch die Gegenwart des Imidazolringes wahr- 
scheinlich gemacht ist oder aber die Mitbeteiligung der Histidinkompo- 
nente in Frage kommt. Solche Melanoidine zeigen bei starker Ver- 

1 Diese Zeitschr. 286, 408, 1936; 289, 27, 1936. — * H. Liiers, Tagesztg. 
f. Brauerei 34, 704, 1936; C. Enders u. G. Fries, Kolloidzeitschr. 76, 289, 
1936. — ® C. J. Lintner, Zeitschr. f. d. ges. Brauwesen 34, 585, 1912; 35, 
545, 1912; Wochenschr. f. Brauerei 30, 51, 1913; L. Maillard, C. r. Acad. 
Sciences 154, 66, 1912. 
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diinnung eine blaue Lumineszenz, wie von V. Bermann! und yon 
W. Diemair? beobachtet wurde. 

In Fortfiihrung unserer Versuche iiber den Gehalt vegetabilischer 
Nahrungsmittel an Reizstoffen (hier besonders Histobasen) wurde eine 
Reihe pflanzlicher Lebensmittel mit der gleichen Arbeitsweise wie jn 
unseren vorangegangenen Mitteilungen untersucht, nur mit dem Unter. 
schied, daB der Gehalt an ,,praformierten‘‘ Histobasen im ungerésteten 
Ausgangsmaterial quantitativ bestimmt wurde. Zugleich wurde ver- 
sucht, Aufklarung iiber die Mitbeteiligung anderer an der Histobasen- 
reaktion beteiligter Stoffe (Melanoidine) zu erhalten, um _hierdurch 
einen Einblick in den Reaktionsablauf beim Résten zu gewinnen. 
Weiterhin sollte wiederum eine Auswertung der vorliegenden chemischen 
Untersuchungen nach der Richtung der ernahrungsphysiologischen 
Bedeutung im biologischen Test erfolgen. 


1, Chemisch-analytischer Teil. 


Bei den vorangegangenen Untersuchungen war aufgefallen, dal 
die ,,ungerésteten‘* Ausgangsstoffe einen wechselnden Gehalt an Histo- 
basen aufweisen, der wohl mit den unterschiedlichen Mengenverhiltnissen 
an histidinhaltigem EiweiB erklart werden diirfte. Fiir die einzelnen 
Ausgangsstoffe wurde in unseren vorangehenden Versuchen der Histo- 
basengehalt nach Freilegung der Histobasen in bekannter Weise be- 
stimmt. Bei den nun folgenden Untersuchungen interessierte die Frage 
der ,,stufenweisen Freilegung‘‘ der Histobasen oder ahnlicher mit 
diesen verwandter Stoffe, wobei unterschieden wurde zwischen den 
,,wasserléslichen‘* und den ,,mit Methylalkohol fallbaren‘‘ Anteilen: 
gleichzeitig wurde der Histobasengehalt der verschiedenen Ausgangs- 
stoffe, aber nach der Auslaugung mit Wasser-ermittelt. 

_ Aus der vorliegenden Fragestellung ergab sich nun die Aufgabe 
der Ausarbeitung eines neuen Arbeitsganges, mit welchem nach Méglich- 
keit die ,,wasserléslichen‘‘ und die ,,wasserunléslichen“ praformierten 
Histobasen erfaBt werden konnten. 

Die Fragestellung setzte das Vorhandensein einer zweckmabigen 
Gewinnungsmethode fiir die praformierten Histobasen voraus, welche 
insbesondere eine méglichst schonende Erfassung der gewiinschten 
Stoffe gewahrleistete. Unter diesen Gesichtspunkten konnte nur eine 
ersch6pfende Behandlung der Vegetabilien mit Wasser in Frage kommen, 
so daB also auf diese Weise sogenannte wasserlésliche, praformierte 


' V. Bermann, Wochenschr. f. Brauerei 47, 215, 1930; Zeitschr. f. d. 
ges. Brauwesen 58, 55, 1930. — ? W. Diemair, B. Bleyer u. F. Arnold, 
Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 68, 457, 1934; W. Diemair u. F. Arnold, 
ebenda 70, 480, 1935. 
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Histobasen, allerdings einschlieBlich anderer wasserléslicher Stoffe, wie 
bestimmter EiweiBstoffe (Albumine, Albumosen) und Kohlenhydrate, er- 
halten werden konnten. Zu diesem Zwecke wurde folgender Arbeitsgang 
eingeschlagen. 


Herstellung der wésserigen Ausziige. 


10 g des zerkleinerten Ausgangsmaterials werden mit 150 ccm Wasser 
in einem Becherglas angeriihrt und unter wiederholtem Umriihren eine 
halbe Stunde bei Zimmertemperatur stehengelassen. Nach dem Absitzen- 
lassen wird filtriert, der Riickstand nochmals mit 150 cem Wasser auf- 
geschlammt und neuerdings eine halbe Stunde unter Umriihren stehen- 
gelassen; hierauf wird filtriert und der Riickstand nochmals mit 50 ccm 
Wasser ausgewaschen; die erhaltenen klaren Filtrate werden vereinigt. 

In Vorversuchen stellte sich heraus, daB bei dieser Arbeitsweise er- 
hebliche Mengen von Kohlenhydraten (Zucker, Dextrine, Starke) und 
EiweiBstoffen in Lésung gingen, welche die nachfolgende Priifung auf 
Histobasen stérten. Es war daher notwendig, diese Stoffe zu entfernen, 
was in Anlehnung an friihere Erfahrungen und in Bestatigung friiherer 
Beobachtungen gut mit abs. Methylalkohol méglich war'. Der Methyl- 
alkohol ist deshalb gut geeignet, weil die erhaltenen Niederschlage nach dem 
Stehenlassen, insbesondere auf Eis, zu einer feinkérnigen Masse sich zu- 
sammenballen, welche leicht filtrierbar ist. 

Die so erhaltenen Filtrate werden in einer kleinen Porzellanschale auf 
dem Wasserbad bis auf etwa 2 ccm eingeengt und mit dreimal 15 ccm eis- 
gekiihltem abs. Methylalkohol versetzt. Der zum Teil an der Wandung 
sich ausscheidende Niederschlag (Eiwei®stoffe, Kohlenhydrate) wird mit 
Hilfe eines Glasstabes losgelést, wieder in die wisserige methylalkoholische 
Lésung gebracht und dann filtriert. Der Riickstand wird nochmals mit 
15cem Methylalkohol aufgenommen. Das anfallende wiasserig-methyl- 
alkoholische Filtrat wird im Vakuum in einem ,,Sorbitkélbchen‘‘? bis zum 
Sirup eingedampft ; dieser wird mit wenig destilliertem Wasser aufgenommen 
und in einem MeBzylinder mit Wasser auf 15 cem aufgefiillt. In 5 eem dieser 
Lésung wird der Histobasengehalt in bekannter Weise durch Diazotierung 
bestimmt °. 


Aufarbeitung der methylalkoholischen Fdllung. 


Da die Annahme nahe liegt, daB auch der mit Methylalkohol aus- 
gefallte Niederschlag die gesuchten ,,Histobasen‘‘ wenigstens teilweise mit- 
einschlieBen kénnte, so wurde dieser auf seinen Gehalt an ,,Histobasen‘ 
gepriift. Zu diesem Zwecke wird das Filter samt Filterriickstand mit 
150cem 10% iger Salzsiure in ein 250-cem-Rundkélbchen gespiilt und 
6 Stunden iiber freier Flamme unter Riickflu8kiihlung erhitzt. Nach dieser 
Zeit wird abfiltriert und das Filtrat samt Wasser (vom Filterriickstand) in 
einer Porzellanschale auf dem Wasserbad auf etwa 2 ccm eingeengt; der 


1 B. Bleyer, W. Diemair u. G. Lix, Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 
62, 297, 1931. — 2 Dieselben, 1. c. — * Die hier mit der Diazoreaktion 
nachweisbaren Stoffe werden der Einfachheit halber als ,,Histobasen* 
bezeichnet, obwohl diese nicht im iiblichen Arbeitsgang (Hydrolyse, 
Phosphorwolframsaurefallung) freigelegt wurden und daher noch andere, 
die Diazoreaktion gebende Stoffe, z. B. Tyrosin, umfassen kénnen. 
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Riickstand wird mit wenig Wasser in Lésung gebracht und die Lésung in 
einem 20-ccm-MeSk6lbchen zur Marke aufgefiillt. In 5 cem dieser Lésung 
erfolgte in bekannter Weise die Ermittlung des Histobasengehalts. 


Aufarbeitung des mit Wasser ausgelaugten Untersuchungsmaterials. 


Der verbliebene mit Wasser ausgezogene Riickstand wird samt dem 
Filter in einen 250-ccm-Rundkolben mit 75 cem einer 33 gewichtsprozentigen 
Schwefelséure 6 Stunden unter RiickfluBkiihlung erhitzt. (Um allzu heftige 
Schaumbildung zu vermeiden, muS langsam angeheizt werden.) Die Hydro. 
lysenfliissigkeit wird noch heiS filtriert und dreimal mit 150 cem Wasser 
ausgewaschen; hierauf erfolgt Neutralisation mit Atzbaryt und Barium. 
carbonat in bekannter Weise. Die Weiterverarbeitung, einschlieBlich der 
Phosphorwolframsaurefallung, zum Zwecke der Freilegung der Histobasen, 
wird in tiblicher Weise vorgenommen. In 5 ccm der bei Einhaltung dieses 
Arbeitsganges anfaHenden Versuchslésung wird der Histobasengehalt, wie 
bekannt, ermittelt. 


Tabelle I. Gehalt an praformierten ,,Histobasen“ einschlieBlich 
léslicher EiweiBstoffe. 














1 2 3 
ungeréstet ny Gehalt in Hundert- 


Ausgangsstoffe hydrolysiert  ¥SSerlislic teilen von 1 








mg Histobasen auf 100g berechnet 


Kartoffelmehl 15,4 45,1 
Maismehl r 60,0 42,1 
Hafermehl { 34,0 28,3 
Weizenmehl 17,5 
Roggenmehl 

Gerstenmehl 

Rohkaffee 

Cichorie 

Feigen 

‘Kichererbsen 

Accra-Kakaorohbohnen 

Accra-Kakaobohnen geréstet ... 

Kaffee geréstet 


Die in der tabellarischen Ubersicht erhaltenen Zahlenwerte geben 
eine anschauliche Vorstellung tiber das Vorkommen ,,praformierter‘ 
Histobasen und ihrer mengenmaBigen Verteilung in den einzelnen 
Ausgangsstoffen. Es ist daraus zu entnehmen, daB die gepriiften Stoffe 
sich hinsichtlich ihres unterschiedlichen Gehalts an wasserléslichen 
(nicht mit Methylalkohol fallbaren) ,,Histobasen‘‘ deutlich voneinander 
unterscheiden. Beim Vergleich mit dem Histobasenwert des ungerésteten 
hydrolysierten Materials sind vom Kartoffelmehl 45°%, vom Maismehl 
42%, vom Gersten- und Hafermehl 30 bzw. 28 % in léslicher Form vor- 
handen. Auffallend ist auch der hohe Gehalt an praformierten ,,Histo- 
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pasen‘’ bei Feigen mit nahezu 38°; mengenmabig bewegt sich der 
.priformierte“ Anteil der anderen untersuchten Vegetabilien zwischen 10 
und 20%. Acera-Kakao-Rohbohnen wurden hier, ebenso wie die Kakao- 
ohnen, geréstet und wie der geréstete Kaffee infolge Unkenntnis des 
Gehalts an Histobasen im ,,ungerésteten“ Zustaad nicht beriicksichtigt. 
Kine zwanglose Erklarung fiir diese unterschiedlichen Zahlenwerte 
im praformierten Histobasengehalt diirfte der verschiedene Gehalt 
der Untersuchungsstoffe an histidinhaltigen wasserléslichen Eiweib- 
stoffen sein. 

Ebenso liegen die Verhaltnisse bei den Versuchen iiber die Er- 
mittlung des Histobasengehalts in der methylalkoholischen Fallung. 


Tabelle II. Gehalt an ,,Histobasen“ in der Methylalkoholfallung. 





1 | 2 3 





a ’ | : 
¥ " ungeristet mit Methyl- | Gehalt in Hundert- 
Ausgangstoffe (hydrolysiert) | alkohol fallbar teilen von 1 





mg Histobasen auf 100g berechnet 


Kartoffelmehl 34,0 14,8 43,4 

142,0 15,6 10,9 

120,0 17,8 14,8 

Weizenmehl 110,0 17,8 14,8 

Roggenmehl 83,0 17,7 21,3 

Gerstenmehl 60,0 13,1 21,8 

Rohkaffee 86,0 11,4 13,2 

50,0 26,7 53,4 

H 48,0 5,1 10,6 

Kichererbsen | 80,0 : 19,5 
Accra- Kakaorohbohnen | —_ 7B — 
Accra-Kakaobohnen geréstet ... =< 3 — 
Kaffee geréstet — HH, -- 


Die aus der Tabelle II ersichtlichen Zahlenwerte lassen erkennen, 
daB der gefundene Histobasengehalt durchwegs geringer als der des 
,,wasserléslichen‘‘ Anteils ist. Auffallend ist nur der hohe Gehalt bei 
Cichorie und bei Kartoffelmehl, wo sich prozentual ein Wert von 53 
bzw. 43°, (berechnet auf ungeréstetes Material) ergibt. Die anderen 
Werte bewegen sich zwischen 10 und 20 %, wobei gréBenordnungsgema 
die Werte fir Hafer- und Weizenmehl um 14,8°% und diejenigen fiir 
Roggen- und Gerstenmehl zwischen 21 und 22% liegen. Die gefundenen 
Unterschiede im Gehalt an ,,Histobasen‘‘ diirften durch die verschiedene 
Menge der mit Methylalkohol fallbaren, histidin- (und tyrosin-) haltigen 
EiweiBstoffe verursacht sein. 

Der mit Wasser ausgelaugte Riickstand wird in bekannter Weise 
hydrolysiert und zwecks Freilegung der Histobasen mit Phosphor- 
wolframsaure gefallt; der Gehalt an Histobasen wird in der vorstehend 
beschriebenen Weise kolorimetrisch ermittelt. 
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Tabelle III. Gehalt an Histobasen im Ausgangsmaterial nach de; 
Wasserbehandlung. 








mg Histo- mg Histo- 
Ausgangsstoffe — — Ausgangsstoffe cae 
berechnet berechnet 
Kartoffelmehl ............ 15,00 ery more ae 63,30 
PE CGN ois 8K sh vet 61,00 RD ia ewew ve ves 25.00 
Hoetermend . ... os .0:00050%5: 80,00 UE 5a oa g leis Soba 
Weizenmehl.............. 53,00 Kichererbsen .............. 
Roggenmehl.............. 9,00 Accra-Kakaorohbohnen..... 109,00 
Gerstenmeh].............. — Accra-Kakaobohnen geréstet = 105,() 








Bei der Phosphorwolframsdurefdllung (vgl. vorangegangene Mitteilungen: 
Aufarbeitung der Hydrolysenfliissigkeit) wurde wiederholt die Beobachtung 
gemacht, daB sich neben der iiblichen Fallung eine braunschwarze, klebrige 
Substanz ausschied, die sich an der Wandung und auf dem Boden des 
GefiBes als braune, schmierige Masse absetzte. Die vorlaufige Unter 
suchung ergab, daB dieser Stoff in Wasser schwer, in alkalischem Wasse1 
leicht léslich ist ; die Lésung reduziert Fehlingsche Lésung, gibt eine deutliche 
Rotfarbung nach der Diazotierung und ist stickstoffhaltig. Auf Grund 
dieser Beobachtungen, die sich mit denjenigen anderer Autoren deckten, 
kénnten die sich bei der Phosphorwolframsaurefallung ausscheidenden 
Stoffe in Beziehung zu den Melanoidinen stehen. Wir haben ihre Reaktions- 
starke gegeniiber der von uns abgeanderten Paulyschen Diazoreaktion 
gepriift und mengenmaéSig ausgewertet. Dabei ergab sich (Tabelle IV), 
daB die im gewohnlichen Arbeitsgang (Hydrolyse) als ,,Huminstoffe* ver- 
nachlassigten Substanzen eine deutliche Diazoreaktion geben. Weiterhin 
muB die Feststellung gemacht werden, da unter Einbezug dieses ,,Histo- 
basenwertes** der Gehalt an Gesamthistobasen gegeniiber dem Wert der 
Totalhydrolyse wesentlich zunimmt. Die Abbauprodukte, die wir bislang 


Tabelle IV. 


Gehalt an Histobasen. 














Hydrolyse 
des ungerésteten Materials Mehrbetrag 
Ausgangsstoffe one = 
Perdeksichtigung dee an- | in Bender 
schlages 
Kartoffelmehl................ 34,0 34,0 — ~ 
ne, ie EEE Ee | 142,0 174,8 32,8 23,0 
Hafermehl..................- 120,0 178,0 58,8 49,0 
.. .. aera ow 110,0 182,2 72,2 65.6 
Ra. oe er 83,0 163,0 80,0 96,3 
Goretenmoahl) 3355/0. iss eens 87,0 159,2 72,2 83,0 
OS Rare 86,0 133,6 47,6 55,3 
SI oe i ea ack a ee we 50,0 58,9 8.9 17,8 
PO SO ES A ee 48,0 66,4 18,4 38,3 
Kichererbsen ................ 80,0 160,5 80,5 | 100,0 
Accra-Kakaorohbohnen ....... _ 184,0 75,0 - 
Accra-Kakaobohnen geréstet . . _ 162,5 7,5 _ 


Kaffee geréstet .............. a 169,4 75 
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als .. Huminstoffe‘‘ vernachlassigt haben, sind also bei der Bewertung des 
Histidin- bzw. Histamingehalts zu_beriicksichtigen. 


2. Biologischer Teil. 


In unseren vorausgegangenen Mitteilungen I und II (1. c.) konnten wir 
iiber die Einwirkung des Réstvorganges auf verschiedene Lebensmittel 
berichten, daB je nach der Résttemperatur sowie nach der Wahl der Aus- 
gangsstofte in gréBerem oder geringerem Umfang eine Freilegung von 
Stoffgruppen erfolgt, die kolorimetrisch, sowie auf Grund ihrer Wirkung auf 
den iiberlebenden Meerschweinchendarm, als ,,Histobasen‘‘ angesprochen 
werden muBten. Die biologischen Versuche wiesen in Sonderheit darauf 
hin, daB durch die Réstung Histamin in geringen, Histidin aber in gréBeren 
Mengen freigelegt wird. Die Deutung unserer Versuche wurde namentlich 
dadurch gestiitzt, daB8 die Diazoreaktion und die biologische Wirkung auf 
den Darm weitgehend in gleichem Sinne verliefen, und da8 die Wirkung der 
Réstausztige der Lebensmittel mit der Wirkung reiner Histamin- und 
Histidinlésungen auf den Darm iibereinstimmten. Eine absolute Uberein- 
stimmung dieser Wirkungen bestand aber nicht. Besonders deutlich war 
dies in dem einen Modellversuch mit Kartoffelstarke und Eieralbumin 
(11. Mitteilung). 


In der vorliegenden Mitteilung ist mittels der Diazotierungsreaktion 
yezeigt worden, daB ein wasseriger Auszug der untersuchten Lebensmittel 
einen Anteil ,,praformierter‘‘ Histobasen enthalt. Auch hier haben 
wir zur Erhartung dieser Befunde das biologische Untersuchungs- 
verfahren am iiberlebenden Meerschweinchendarm in ganz gleicher 


Weise wie in unserer I. und II. Mitteilung herangezogen, und zwar 
wurden sowohl das wasserige methylalkoholische Filtrat wie auch dessen 
Riickstand am Meerschweinchendarm untersucht. Zu dieser Priifung 
wurden die Ausziige wieder auf ein pq von etwa 7,0 gebracht, wonach 
eine neue kolorimetrische Priifung ausgefiihrt wurde. Die Werte hierfiir 
sind in y/eem in Tabelle V angegeben. Spalte 2 enthalt Angaben iiber 
die Wirkungen des Filtrats der wasserigen Ausziige nach Fallung mit 
Methylalkohol und nach Entfernung desselben, sowie nach Einstellung 
auf einen physiologischen py-Wert. Es zeigte sich hierbei, daB nur bei 
Kaffee und Kakao mit einer guten bis sehr starken Histaminwirkung zu 
rechnen ist, die iibrigen untersuchten Lebensmittel zeigen in den Aus- 
ziigen entweder iiberhaupt keine Wirkung oder eine meist spat eintretende 
geringe Histidinwirkung auf den Darm. Dabei fallt auf, da& der Héchst- 
wert der Kolorimetermessung, der beim Hafermehl gefunden wurde, 
eine nur geringe Erregung der Darmbeweglichkeit im Sinne einer 
Histobaseneinwirkung auf den Darm aufweist. Auch beim Maismehl- 
auszug muB die geringe Darmwirkung auffallen. Dies beruht wohl 
darauf, daB durch die Diazoreaktion in den Ausziigen auch andere Stoffe 
als Histidin und Histamin erfaBt werden. 

Im Gegensatz zu den relativ hohen kolorimetrischen Werten der 
Spalte 2 zeigt die Spalte 3, in welcher der durch Methylalkohol gefallte 
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Anteil der wasserigen Ausziige be- 
zivlich ihrer Kolorimeterwerte 
ind Darmwirkungen verzeichnet 
ist. durchweg geringere Kolori- 
meterwerte. Die Darmwirkung 
dieser Ausziige ist in keinem Falle 
eine starkere als die des durch 
Methylalkohol nicht fallbaren An- 
teils des wasserigen Auszugs. Es 
ist nur einmal eine gute Histamin- 


la 


wirkung zu verzeichnen und zwei- 
mal eine deutliche. Dagegen sind 
Histidinwirkungen haufiger ver- 
zeichnet als in der Spalte 2. 

Im ganzen laBbt aber eine 
Betrachtung der biologischen 
Wirkung der beiden Ausziige in 
Spalte 2 und 3 sicher erkennen, 
daS man mit einem teilweisen 
Ubertritt von ,,Histobasen“ in 
die wasserigen Ausziige zu rechnen 
hat. Man kann aber sagen, dab 


SULOTL 
SC rfc ort 


sichere 


Wirkung 


keine 


die ,,praformierten Histobasen 
eine gréBere Léslichkeit in Wasser 
zeigen und daher im Filtrat nach- 
weisbar sind. Diese SchluBfolge- 


rungen werden noch durch die 
Ergebnisse bei der Aufarbeitung 


Histaminwirkung von hydralysiertem (Spalte 4) Maismehl. 


des Riickstandes der wasserigen 
Ausziige gesichert. Wie in Spalte4 
gezeigt wird und wie im chemi- 
schen Teil dieser Mitteilung be- 
richtet worden ist, wurde dieser 
Anteil in bekannter Weise hydro- 
lysiert, wiederum fiir den_bio- 
logischen Versuch kolorimetriert 
und am_  iiberlebenden Darm 
untersucht. 

Im allgemeinen sind die 
Kolorimeterwerte dieser Spalte 
nicht hoch und bewegen sich 
ungefahr zwischen 40 und 
80 y/eem, mit Ausnahme von 


Abb. 1. 


Maismehl 
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Roggenmehl, das bloB 6,6 y cem, und Kartoffelmehl, das 11,3 y,com Ausz 
aufweist. Fiir Rohkakao wurde ein Héchstwert mit 100 y/cem gefunden, dure 
Fiir Rohkaffee fehlt diese Bestimmung. Samtliche untersuchten Aus. Diaz 
ziige dieser von ,,praformierten’ Histobasen freien Vegetabilien zeivey 
nun eine oft sehr erhebliche Wirkung auf die Beweglichkeit des iiber- such 
lebenden Darms, und zwar im Sinne einer Histaminwirkung siebenmal. base 
einer Histidinwirkung viermal und einer gemischten Histamin-Histidin. lisch 
wirkung zweimal. Danach tiberwiegt also die Histaminwirkung mit west 
liber 50°,. Somit bestatigt sich auch hier, daB durch die Hydrolyse Ube 
biologisch leicht nachweisbare Mengen von Histobasen freigelegt wie 
werden, Besonders hervorhebenswert ist die Tatsache, daB alle 13 best 
untersuchten Lebensmittel eine Histamin-, Histidin- oder gemischte mitt 
Histamin-Histidinwirkung zeigen. Auffallig stark ist, wie die bei- 
gegebene Abb. 1 zeigt, die Histaminwirkung von Maismehl. In der Ver 
Il. Mitteilung konnten wir ebenfalls von einer recht deutlichen Darm. unt 
wirkung der Maismehlhydrolysate in fast allen Réstausziigen bis zu 20° Ver 
berichten und haben eine besonders weitgehende Ubereinstimmung mit mel 
ihrer Wirkung auf die Darmerregbarkeit feststellen kénnen. Ahnlich friil 
zeigten auch Roggenmehl, Kartoffelmehl und Accra-Rohkakao in den 
vorliegenden Untersuchungen eine sofortige deutliche Histaminwirkung. noi 
Aus diesen Befunden geht hervor, daB durch die Hydrolyse de: wel 
untersuchten Vegetabilien, sowie der Lebensmittel, die in der I. und auf 
Il. Mitteilung verwendet wurden, bei weitem die gréBte Menge der sie 


Histobasen freigelegt wird, denn die Spalte 4 weist im Vergleich 
mit den Werten der Spalten 2 und 3 in biologischer Hinsicht weitaus 
die starkste Einwirkung auf den iiberlebenden Darm auf. 


Die Priifung der bei der Hydrolyse und Phosphorwolframsaurefiillung 
sich bildenden Melanoidinniederschlaige auf ihre biologische Darmwirkung 
ist in Spalte 5 der Tabelle V angegeben. Entsprechend dem hohen Kolori- 
meterwert ware fast von allen Niederschligen eine starke bis sehr starke 
Darmwirkung zu erwarten. Unter ihnen zeigen aber nur 3 von 13 eine gute 
biologische Wirkung, 5 eine deutliche, 3 eine unsichere bis keine Wirkung. 
Ein bindendes Urteil iiber diese Beobachtungen abzugeben, ist darum selir 
schwierig, weil man weder mit Sicherheit weiB, ob die Histobasen in die 
Melanoidinbildung mit einbezogen werden, noch — auch wenn dies der 
Fall ist — eine so geartete Spaltung erfahren, daB die Komponenten frei 
werden und als solehe wirken. Es ware aber unrichtig, wenn man die 
Melanoidine fiir eine vermutliche biologische Wirksamkeit einfach ver- 
nachlassigen wiirde. Dem widerspricht die tatsachlich gefundene, teils 
' ¥ gute, teils deutliche biologische Wirkung, sowie auch der kolorimetrische 
3 Befund, 
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Zusammenfassung. 





1, Die Annahme, daB in den untersuchten Lebensmitteln ,,pra- 
formierte‘‘ Histobasen vorhanden sind, laBt sich an Wasserausziigen 
der feingemahlenen Lebensmittel erharten. Die noch in die wasserigen 
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Ausziige tibergehenden léslichen EiweiBarten und Kohlenhydrate sind 
durch Methylalkohol fallbar, wodurch sich ihr stérender EinfiuB auf die 
Diazoreaktion ausschalten laBt. 

2, Sowohl der Ausfall der Diazoreaktion wie der biologische Ver- 
such am tiberlebenden Darm bestatigen das Vorhandensein von ,,Histo- 
basen“, die hauptsachlich in das Filtrat tibergehen. Die methylalkoho- 
lische Fallung zeigt, in gleicher Weise untersucht, einen durchwegs 
wesentlich geringeren Gehalt an diesen Stoffen. Eine weitgehende 
Ubereinstimmung zwischen Kolorimeterwert und biologischem Versuch, 
wie wir sie in den friiheren Untersuchungen feststellen konnten, 
besteht aber bei dem ,,praformierten Histobasengehalt dieser Lebens- 


mittel nicht. 

3. Der Riickstand der wasserigen Ausziige wird, wie in den friiheren 
Versuchen, hydrolysiert und jeweils auf seinen ,,Histobasengehalt* 
untersucht. Es zeigt sich namentlich nach dem Ausfall der biologischen 
Versuche, daB hierbei aus allen untersuchten Lebensmitteln die Haupt- 
menge der ,,Histobasen’ erhalten wird. worin eine Bestatigung der 


friheren Versuchsergebnisse liegt (s. Tabelle V, Spalte 4). 

4. Die bei der Phosphorwolframsaurefallung anfallende, als Mela- 
noidine betrachtete schmierige Masse, zeigt die héchsten Kolorimeter- 
werte, die in dieser Versuchsreihe gefunden wurden. Die Einwirkung 
auf den iiberlebenden Darm war nicht so stark wie erwartet, doch war 
sie in vielen Fallen deutlich nachweisbar. 




























Untersuchungen itiber die Knochenverinderungen bei 
chronischer Monojodessigsiurevergiftung. 


















gebe 
Von Feuc 
F. Verzar und M. Laskowski!, Warschau. pet 

s 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Basel.) HCl 
(Eingegangen am 26. Juni 1937.) — 

Mit 4 Abbildungen im Text. 

Die Wirkung einer chronischen Vergiftung mit Jodessigsaure bei 
jungen wachsenden Ratten haben Laszt und Verzir beschrieben (1) (2) (3). be 
Sie fiihrt zu einer Wachstumshemmung, bei entsprechender Dosieruny Hi 
zu vollstandigem Wachstumsstillstand, der bis zum Tode, welcher nach Ves 

etwa 30 Tagen einzutreten pflegt, andauert. Diese chronische Ver- . 
giftung ist deshalb von Interesge, weil durch groBe Dosen von Flavin- pre 
phosphorsiure die Jodessigsiurewirkung aufgehoben werden kann. 
Andererseits ist von praktischer Bedeutung, daBb die Erscheinungen Past 
durchaus jenen gleichen, die man beim Menschen als Gee-Hertersche ps 
Krankheit beschreibt (4). AuBer dem Wachstumsstillstand treten noch Me 
Resorptionsstérungen, Animie uned Verminderung der Verknécherung es 
des Skeletts auf. Tie 
Es war nun von Interesse zu untersuchen, ob die nur réntgeno- hel 
graphisch festgestellte Verminderung der Verknécherung sich auch durch ia 
chemische Analyse sichern laBt, und es sollte versucht werden, auf diese (i 

Weise zu einem naheren Verstandnis dieser St6rung zu kommen. ‘; 
Methodik. a" 
3 Die verwendeten Tiere stammten aus der Zucht des Instituts. Sie Tie 
: wurden im Alter von etwa 4 Wochen bei einem Koérpergewicht von etwa 30 g scl 
in den Versuch eingestellt. Sie erhielten dieselbe Nahrung wie in den Ver- Ve 

if suchen von Laszt und Verz7r (1), die vollstandig ist und zu welcher Mono- 
| jodessigséure taglich frisch hinzugesetzt wurde. Dieses Futter erhielten die let 
i Tiere ad libitum. Sie wurden in Einzelkafigen gehalten und jeden dritten Ta 
| Tag gewogen. 12 
& AuBer den eigentlichen Versuchstieren wurden gleichzeitig noch zweierlei 1: 
: Kontrollen beobachtet : Erstens wurden ebenso groBe Tiere mit derselben ws 
aa Nahrung ohne das Gift aufgezogen (Alterskontrollen). Diese Tiere wuchsen 

in normaler Weise, wahrend die vergifteten Tiere im Wachstum stillstanden. al 
Zweitens wurden normale Tiere untersucht, deren Gewicht bei der Tétung m 
identisch war mit dem der vergifteten Tiere, die also viel jiinger waren sti 
(Gewichtskontrollen). Immer wurden die Knochen der vergifteten Tiere wi 


gleichzeitig mit denen ihrer Alters- und Gewichtskontrollen aufgearbeitet. 


' Rockefeller Research Fellow. 
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Alle Tiere wurden am Ende der Versuche mit Réntgenstrahlen photo- 
graphiert'. Auf die Wiedergabe der Réntgenogramme verzichten wir, da 
sic die friiheren (1) bestatigten. 

Zur chemischen Analyse wurden die beiden Oberschenkelknochen einzeln 
untersucht. Nachdem die Analysen immer gute Ubereinstimmung zeigten. 
geven wir in den Tabellen nur die Mittelwerte an. Bestimmt wurde das 
Feuchtgewicht, das Trockengewicht, Asche- und Ca-Gehalt. Nach sieben- 
taviger Extraktion mittels eines Alkohol-Athergemisches (3:1) bei Zimmer- 
temperatur wurde im Platin- bzw. Quarztiegel verascht. Die Asche wurde in 
HCl gel6st, auf 25 cem aufgefiillt und in gleichen Teilen dieser Lésung, in 
mindestens zwei Parallelbestimmungen, das Ca nach de Waard (5) bestimmt. 


Versuche., 

In der ersien Serie (Tabelle 1) wurden 18 Tiere verwendet. Davon 
waren 11] mit Jodessigsiure vergiftet, 3  Alterskontrollen (Nr. 115 
bis 117) und 4 Gewichts- 
kontrollen (Nr. 1 bis 4). rd 
Von den 11 mit Jodessig- 170 
siure vergifteten Tieren 160 
erhielten 9 (Nr. 118 bis 
126) in den ersten 10 Ver- 
suchstagen 1 Teil Jod- 
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schwacher  vergifteten 
Tieren starben 7 zwi- 
schen dem 17. und 24. 
Versuchstag. Zwei iiber- 











lebende wurden am 24. 
Tag getétet (Nr. 123 und Abb. 1. Normale Kontrolltiere. 

124). Die beiden nur mit 

1: 1400 vergifteten Tiere starben am 25. bzw. 31. Tag. Wir bemerken 


hierzu, daB die hier verwendeten Dosen von Jodessigsiure gréBer sind, 


als in der erwahnten Arbeit von Verzér und Laszt, in welcher es bereits 
mit Dosen von 1 : 5000 regelmaBig gelang, einen ahnlichen Wachstums- 
stillstand zu beobachten. Aus unbekannten Griinden mubte gegen- 
wartig die Dosis erhéht werden, um dasselbe Ergebnis zu erhalten. 


! Wir danken Herrn Prof. Liidin fiir zahlreiche Aufnahmen. 





314 F. Verzar u. M. Laskowski: 

Wie aus den Abb. 1 und 2 zu ersehen ist. in welchen die Wachsturs 
kurven dieser Tiere und ihrer normalen Alterskontrollen (Nr. 115 bis 1}7 
eingezeichnet sind, ist bei den mit Jodessigsiure vergifteten Tieren die 
Wachstumshemmung so 
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wie vollstandig und bestatigt also die 


. | | oew 
2{ | | fe ft 
a Pet 

124 125 


eg 


Lt | | | | 
wie) Tt J 413 wlage 


Abb. 2 “ 
Mit Jodessigsiure vergiftete Tiere (Serie I). 
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Aus der Tabelle I ist ersichtlich, daB bei den mit Jodessigsaure ver- 
gifteten Tieren der Knochen 13,4°,, Ca, 39,7° Asche und 59,5°, H,O 
enihalt. Die Werte zeigen allerdings bedeutende individuelle Unter- 
schiede, was damit zusammenhangt, daB die Jodessigsiure bei der von 
uns angewendeten Dosierung keine gleichmabige Vergiftung erlaubt. 
So schwanken die Werte fiir Ca von 11,2 bis 15,9°,, fiir Asche von 
33.1 bis 47,2°,, fiir H,O von 54,6 bis 63,3°,. Die Aschenwerte sind 
fast vollstindig den Ca-Werten parallel, die ebenfalls auf Trocken- 
substanz berechnet wurden. Dagegen lauft der H,O-Gehalt der Knochen 
diesen Werten nicht parallel. 

Die gleich alten Kontrolltiere Nr. 115 bis 117 haben einen wesentlich 
héheren Aschen- und Ca-Gehalt (17,3°, Ca, 48,4°, Asche) und einen 
bedeutend niedrigeren H,O-Gehalt (nur 50,0°,). Die Werte dieser 
drei gleich alten normalen Tiere zeigen gute Ubereinstimmung. Die 
Kontrolltiere mit gleichem Kérpergewicht (Nr. 1 bis 4) ergaben Werte, 
die etwa denen der mit Jodessigsiure vergifteten Tiere entsprechen, im 
Mittel 12,2°, Ca, 35,4°,, Asche, 63,5 °, Wasser. 

Diese analytischen Ergebnisse stimmen gut mit dem iiberein, was 
aus den Réntgenogrammen zu entnehmen ist. Der Knochen, der mit 
Jodessigsiure vergifteten Tiere hat, innerhalb de> individuellen Schwan- 
kungen, denselben Ca-, Aschen- und H,O-Gehalt, wie der Knochen der 
gleich schweren Normaltiere. Dageyen sind die Knochen der gleich alten 
normalen Tiere reicher an Ca- und Asche und airmer an H,O geworden. 
Wie das Réntgenogramm (1) zeigt, ist bei diesen Tieren die Verknécherung 
tatsichlich bereits fast vollstandig. Die Unterschiede in der Verknéche- 
rung zeigen sich auch deutlich, wenn man nicht nur die Extremitaten- 
knochen, sondern auch die Schwanzwirbel vergleicht. 

In der zweiten Serie besprechen wir zwei Tiere (Nr. 112 und i14), 
die trotz der taglichen Giftgaben (Jodessigsiure 1: 1400) viel langer 
iiberlebten als die erwahnten elf 
Tiere und dabei ein langsames 
Wachstum zeigten (Abb. 3). Das 
Wachstum betrug kaum_ ein 
Drittel von dem der gleich alten 
unvergifteten Kontrollen Nr. 109 
und 110 (s. Abb. 1). Solche Faille 
wurden von uns auch sonst schon 

. Abb. 3. 
gelegentlich beobachtet, und es Mit Jodessigséure vergiftete Tiere (Serie II). 
wurde vermutet, daB es sich dabei 
um eine Art Refektion handelt (4). Beide Tiere wurden, zusammen mit 
ihren in der Tabelle Il angegebenen Kontrollen, am 57. Tage der 
Vergiftung zwecks chemischer Analyse der Oberschenkelknochen ge- 
tétet. Das Tier Nr. 112 schien zu diesem Zeitpunkt bereits zu krankeln. 
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F. Verzar u. M. Laskowski: 


Tabelle II. 





Asche ° 


Ge- Femur Femur Trocken- HO Asche dee 


wicht frisch trocken substanz Trocken- 


g mg mg % 5 mg substanz 


Mit Jodessigsaure vergiftete Tiere. 

liv 69 204.7 = 84.0 41,0 59,0 338, 454 

114 66 218,3 95,3 43,7 65,3 2,8 444 
Mittelwert: 211,56 89,7 424 57,7 2 44.9 

Gewichtskontrollen (gleich schwere normale Tiere, etwa 7 Wochen jiinger), 
5 59 2074 G25 44.5 5dD 35,6 $1.7 13,2 14, 
6 70 229.8 104,0 45,3 54,7 47,3 45.5 16,5 15, 
Mittelwert: 218.9 98,3 44,9 5d,1 3,0 43,6 14,9 15,1 

Alterskontrollen (gleich alte normale Tiere). 
109 180 529.2 329,7 62.3 37,7 185,1 56,1 69,6 21,1 
110 «174 439.5 217,9 61,9 38.0 151,8 55,8 54,4 20,0 


Mittelwert: $84.4 300.8 62,1 37,9 168,5 56.0 62,0 P06 


Aus der Tabelle II geht hervor, daB die mit Jodessigsaure ver. 
gifteten Tiere auch hier wesentlich niedrigere Ca- und Aschenwerte 
zeigen als die gleich alten (normalen) Kontrolltiere Nr. 109 und 110 
welche inzwischen 180 g wogen, wahrend die vergifteten nur etwa 69 y 
Korpergewicht erreicht hatten. Der Ca- und Aschengehalt der normalen 
Alterskontrollen ist héher und der Wassergehalt niedriger als bei den 
Alterskontrollen der vorigen Serie (Tabelle I), da diese Tiere viel Alter 
und nahezu ausgewachsen waren. Besonders stark auBert sich dieser 


Altersunterschied im H,O-Gehalt der Knochen. Die Gewichtskontrollen 
Nr. 5 und 6 zeigen einen ahnlichen Ca-, Aschen- und H,O-Gehalt wie 
die mit Jodessigsiure vergifteten Tiere. Die Unterschiede sind un- 
wesentlich. 


Es kann demnach auch aus dieser zweiten Versuchsreihe die 
Folgerung gezogen werden, da} bei den mit Jodessigsdiure vergifteten 
Tieren, die noch ein geringes Wachstum zeigen, der Ca- sowie det 
Aschengehalt der Knochen dem von gleich groBen unvergifteten Tieren 
entspricht, dagegen weit unter dem der erwachsenen gleich alten 
Tiere bleibt. Auch hier hat die chemische Analyse bestatigt, was 
sich aus den Réntgenogrammen folgern 1aBt. 

Es sei besonders bemerkt, daB bei diesen beiden unvollkommen 
vergifteten Tieren Nr.112 und 114 die absoluten Ca-Mengen des 
Knochens etwa doppelt so groB waren wie bei jenen, die nach etwa 
30 Tagen an der Vergiftung starben. Die Ca-Ablagerung war also die- 
selbe wie bei einem normalen Tier, das, allerdings in viel kiirzerer Zeit. 
dasselbe Koérpergewicht erreicht hatte. 
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Es war nun moglich, daB die Wachstumshemmung an sich die 
Ursache fiir die verminderte Verknécherung ist. Wir haben deshalb 
noch die folgende dritte Versuchsserie gemacht: Vier junge Ratten 
Xr. 142 bis 145) von etwa 50 g Koérpergewicht wurden mit einer voll- 
standigen Zuchtnahrung so ernahrt, dab ihr Koérpergewicht konstant 
blieb. (Zuerst wurden taglich nur 6 g gefiittert, wobei aber das K6rper- 
vewicht abnahm, spater 8 g.) Die Gewichtskurven sind in Abb. 4 wieder- 
gegeben. Die Tiere wurden am 40. Tage getétet, ihr Kérpergewicht 
ware inzwischen, wenn sie nach Belieben hatten fressen kénnen, auf 
120 bis 160 g gestiegen (s. Abb. 1), wahrend sie jetzt noch immer etwa 
50 g wogen. Gleichzeitig wurden auch Réntgenaufnahmen gemacht. Es 
war deutlich, daB trotz der vollstandigen Hemmung des Wachstums die 
Verknécherung zwar nicht ebenso gut wie bei den gleich alten, inzwischen 
viel gréBeren Geschwistertieren, dagegen bedeutend besser als _ bei 
einer gleich schweren (um 40 Tage jiingeren) Gewichtskontrolle war. 
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Abb. 4. Unterernihrte Tiere (Serie III). 


Tabelle III. 





" the © 
‘ie Ge- Femur Femur Trocken- : er 0 
Tier | wicht frisech trocken substanz H20 Asche | der 
Trocken- 
Nr. i mg mg 0 9! mg substanz 


Ca 9 der 
Troecken- 
substanz 


Unterernahrte Tiere. 
142 52 223.6 117,3 52,5 47,5 | 53,6 45,7 20,9 
143 48 198,5 122.9 61,8 38,2 51,2 41,7 19,3 
144 49 | 1971 109.4 55,5 44.5 | 53,1 48,5 20,0 
145 48 | 236.0 134,6 57,0 43,0 62,1 46,2 23,1 


Mittelwert : 213,8 | 121,1 56,7 43,4 55,0 45,5 20,6 





Gewichtskontrolle (gleich schwere Tiere, etwa 40 Tage jiinger). 


7 50 | 1964 75,9 38,6 61,4 31,6 41,6 11,5 
8 51 | 171,8! 70,6 40,8 59,2 29,9 42,4 10,6 


Mittelwect: | 184,1| 73,3 39,7 | 60,3 308| 420 11,1 


Alterskontrolle (gleich alte normale Tiere). 
9 || 128 | 337,7 |.177,9 52,7 47,3 | 95,0 53,4 35,4 
10 | 112 | 358,2 | 181,0 50,5 49,5 98,8 54,6 38,2 
Mittelwert: | 348,0 1795 51,6 | 484) 96,9 54,0 36,8 
Biocheiische Zeitschrift Band 292, 91 
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Wie aus der Tabelle III hervorgeht, ist bei diesen vier kalo: 
unterernahrten Tieren (Nr. 142 bis 145) der prozentuale Ca- und Asch 
gehalt zwar geringer als bei gleich alten erwachsenen Tieren (Nr. 9 und |) 
aber héher als bei den Gewichtskontrollen. Besonders auffallend ist de; 
Unterschied im Wassergehalt. Wahrend dieser bei normalen erwachsene)) 
Tieren 48,4 °%, ausmachte, betrug er bei den Gewichtskontrollen 60.3 
und bei den unterernahrten Tieren nur 43.4%. Die auf den Réntgeno. 
grammen auffallende bedeutend gréBere Kompaktheit der Knochen de: 
unterernahrten, gegeniiber den gleich schweren jiingeren Tieren, ste}: 
auch hier in Ubereinstimmung mit der chemischen Analyse. 

Die Zunahme an Ca geht sehr deutlich aus den absoluten Werten 
hervor. Obgleich der Femur bei den unterernaihrten Tieren im Mitte! 
kaum 10% schwerer ist als bei den gleich schweren jiingeren Gewichts- 
kontrollen, hat sich der absolute Ca-Gehalt von 11,1 auf 20,6 mg und 
der Aschengehalt von 30,8 auf 55,0 mg, d.h. fast auf das Doppelte, 
erhoht. 

Gegentiber den mit Jodessigsaure im Wachstum vollstandig ge. 
hemmten Tieren der ersten Versuchsreihe besteht also der Unterschied 
daB, wahrend jene gar kein Ca ablagerten, bei diesen zwar nicht eben- 
soviel wie bei den gleich alten, immerhin aber doppelt soviel Ca wie zu 
Beginn vorhanden war. 


Zusammenfassung. 


Bei vollstandiger Wachstumshemmung von jungen Ratten durch 
chronische Jodessigsdurevergiftung haben die Knochen selbst nach 
4 Wochen noch den gleichen Calcium-, Aschen- und Wassergehalt. Aucl 
bei partieller Wachstumshemmung entsprechen diese Werte denen von 
gleich schweren Tieren. - 

Wird das Gewicht junger Ratten dagegen durch kalorische Unter- 
ernihrung konstant gehalten, so wird in den Knochen trotzdem Calcium 
abgelagert und der Wassergehalt derselben nimmt, wie bei gleich alten 
Tieren, ab. 

Literatur. 

1) L. Laszt u. F. Verzar, Pfliigers Arch. 236, 693, 1935. — 2) Dieselben, 
ebenda 237, 483, 1936. —- 3) Dieselben, Verhandl. schweiz. Physiol., Jun 
1936. -— 4) Dieselben, Zeitschr. f. Vitaminforsch. 5, 271, 1936. 

5) de Waard, D.J., diese Zeitschr. 97, 176, 1919. 
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Die Resorption von anorganischem 
und organischem Phosphat aus dem Darm. 
Von 
M. Laskowski! (Warschau). 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Basel.) 


(Eingegangen am 26. Juni 1937.) 


Uber die Resorption von Phosphaten aus dem Diinndarm sind 
bisher sehr wenig Untersuchungen ausgefiihrt worden.  Altere 
Versuche von Héber*, Wallace und Cushny® hatten Spezialfragen zu 
losen, wie das Verhaltnis der Resorption der Phosphate zu anderen 
Salzen. Die Phosphatresorption ist von besonderem Interesse, weil sie 
aufs engste mit der Frage nach der St6érung der Verknécherung ver- 
bunden ist. Wir stellten uns deshalb die Aufgabe, die Resorption von 
anorganischen und einigen organischen Phosphaten vergleichend zu 
untersuchen. Beziiglich organischer Phosphate war die Frage zu _ be- 
antworten, ob diese auch ohne Spaltung resorbiert werden kénnen. 
Nachdem sich in der letzten Zeit herausgestellt hatte’, dai} zwischen 
dem oberen und unteren Teil des Diinndarms wesentliche Unterschiede 
beziiglich der Resorptionsgeschwindigkeit bestehen, wurden bei jedem 
Tier beide Darmteile untersucht. AuBerdem schien es von Interesse zu 
untersuchen, ob die den Phosphatstoffwechsel beeinflussenden Sub- 
stanzen, namlich Vitamin D und Parathormon, ihre Wirkung schon 
auf den ResorptionsprozeB ausiiben. 


Methodik. 


Die Versuche wurden nach der in diesem Laboratorium iiblichen 
Methode, und zwar mit erwachsenen mannlichen Ratten, ausgefiihrt. Die 
Tiere wurden 24 Stunden vor dem Versuch ohne Nahrung gehalten und mit 
Urethan (1,2 mg pro g subcutan) narkotisiert. Der Darm wurde mit Ringer- 
lésung ausgewaschen und zwei 30cm lange Schlingen abgebunden, die 
zweite etwa 1 cm hinter der ersten. In jede Schlinge wurden 3 ccm Lésung 
injiziert und die Bauchwand geschlossen. Die Kérpertemperatur wurde mit 
Heizkissen méglichst konstant gehalten und am Ende des Versuchs im 
Rectum gemessen. Sie bewegte sich zwischen 33 und 36°C, Nach 1 Stunde 
wurde das Tier getétet, die Schlinge herausgenommen, der Inhalt in den 
Trichloressigséure enthaltenden MeBzylinder entleert und die Schlinge mit 
1°, NaCl in denselben Zylinder nachgewaschen. Nach der EnteiweiBung 
wurde in gleichen Teilen des Filtrats, und zwar stets in zwei Gangen, der 
anorganische und organische Phosphor mittels der durch Martland und 


1 Rockefeller Research Fellow. — ? R. Héber, Pfliigers Arch. 70, 624, 
1898; 74, 225, 246, 1899. — ° FE. W. Wallace u. Cushny, ebenda 77, 202, 
1899. — 4 F. Verzar u. H. Wirz, diese Zeitschr. 292, 174, 1937. 
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Robison! modifizierten Methode von Briggs? bestimmt. Die Ablesiny 
geschah mit dem Stufenphotometer. 

Alle untersuchten Lésungen wurden als Natriumsalz, meist 0,15 m 
in einigen Fallen 0,1 oder 0,2 mol. (auf Orthophosphorsaéure berechnet 
verwendet. Das pu wurde auf etwa 7,2 (7,1 bis 7,3) eingestellt. Diose 
Stammlésungen wurden zum Resorptionsversuch im Verhaltnis 1:4 mit 
1°,iger NaCl-Lésung verdiinnt. 3,0 cem der verdiinnten Lésung wurden 
in eine 30cm lange Darmschlinge injiziert. Dureh Verdiinnung eine: 
0,15 mol., annahernd blutisotonischen Phosphatlésung mit 1° ,iger Na! 
Losung, 1:4, waren in 3cem dann 2,79 mg P vorhanden. Eine solche 
Lésung war also 0,03 mol., auf Orthophosphorséure berechnet, und enthielt 
0,8°,. NaCl. 

In allen Tabellen sind die Phosphormengen als mg P angegeben. Fir 
die Berechnung der Resorption wurden die Gesamt-P-Werte benutzt. Wie 
aus den Versuchen mit anorganischem Phosphat (Tabelle I) ersichtlich, ist 
nach der Beendigung des Resorptionsversuchs immer etwas organische1 
P-Ester in dem Darminhalt anwesend. In zwei Kontrollversuchen mit 
reiner 1° ,iger NaCl-Lésung haben wir 0,07 mg Gesamt-P, davon 0,05 mg 
organischen, 0,02 mg anorganischen Phosphor gefunden. Wenn anorgani- 
sches Phosphat eingespritzt wurde, war die Menge der gefundenen P-Este1 
groBer, im Mittel 0,2 mg. Wir glauben, daB diese P-Ester aus desquamierten 
Epithelien stammen. Es ist aber schwierig, zu erkliren, warum diese 
Mengen nach Phosphatinjektion gr6Ber als nach NaCl-Gaben sind. Wi: 
haben diesen systematischen Fehler in unseren Berechnungen nicht korrigiert, 
da es nicht klar ist, welche Werte man benutzen soll, wenn man organisches 
Phosphat eingibt. 

Versuche. 


In der Tabelle I sind die Versuche dargestellt, die mit drei ver- 
schiedenen Konzentrationen von Na-Phosphat ausgefiihrt wurden. Wie 
aus der Tabelle ersichtlich, liegen die Prozentwerte der Resorption alle 
um den Mittelwert von 68 bzw. 38°%,. Die individuellen Schwankungen 
sind zwar sehr groB, aber im allgemeinen nimmt mit wachsender Kon- 
zentration die resorbierte Menge zu und die Prozentwerte der Resorption 
zeigen keine wesentliche Verminderung. Das entspricht einem Diffusions- 
prozeB*. In allen Fallen ist die resorbierte Menge in der unteren Darm- 
schlinge bedeutend geringer als in der oberen. 

In der Tabelle II sind die Versuche mit Na-Glycerophosphat ( Merck) 
angegeben. Die Resorption ist in beiden Schlingen der des anorganischen 
Phosphats ahnlich. 

Schon Heymann! bewies, daB die Phosphatasen im Rattendarm im 
oberen Teil viel wirksamer sind als im unteren. In der oberen Schlinge 
habe ich nach | Stunde etwa 9°, nicht gespaltenes Phosphat gefunden, 
und die absolute Menge des organischen Phosphors ist dem in Tabelle | 


‘ M. Martland u. R. Robison, Biochem. J. 20, 847, 1926. — ? A. I. 
Briggs, J. of biol. Chem. 58, 13, 1922. —- * F. Verzar, diese Zeitschr. 276, 
17, 1935. —- 4 W. Heymann, Monatsschr. f. Kinderheilkde. 48, 14, 1930, 
zit. nach Oppenheimer, Die Fermente, Supplt. 1936. 
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Tabelle I. Na-Phosphat. 








: Obere Darmschlinge Untere Darmschlinge 
hnet ‘ eres 
je ‘i Gefunden Resorbiert Gefunden Resorbiert 
t mit Versuch re a s ~ - 4 
einer 3) =} .) = Ss 
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“ee angegebenen sehr ahnlich. Die Geschwindigkeit der Spaltung ist so grok, 


daB die Resorption mit maximaler Geschwindigkeit (d. h. der des an- 
organischen Phosphats) vor sich geht. In der unteren Darmschlinge ist 
der Prozentsatz der nicht gespaltenen Ester viel gr6Ber. Die Resorptions- 
geschwindigkeit steht jedoch ebenfalls der des anorganischen Phosphats 
(Tabelle I) sehr nahe. Mit anderen Worten: die Tatigkeit der Phospha- 
tase ist nicht als begrenzender Faktor (,,limiting factor‘‘) anzusehen. 
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Robison! modifizierten Methode von Briggs? bestimmt. Die Ablesuny 
geschah mit dem Stufenphotometer. 

Alle untersuchten Lésungen wurden als Natriumsalz, meist 0,15 m 
in einigen Fallen 0,1 oder 0,2 mol. (auf Orthophosphorsadure berechnet 
verwendet. Das pu wurde auf etwa 7,2 (7,1 bis 7,3) eingestellt. Diese 
Stammlésungen wurden zum Resorptionsversuch im Verhaltnis 1:4 mit 
1°.iger NaCl-Lésung verdiinnt. 3,0cem der verdiinnten Lésung wurden 
in eine 30cm lange Darmschlinge injiziert. Durch Verdiinnung eine: 
0,15 mol., annéhernd blutisotonischen Phosphatlésung mit 1°, iger Na('| 
Lésung, 1:4, waren in 3cem dann 2,79mg P vorhanden. Eine solche 
Lésung war also 0,03 mol., auf Orthophosphorséure berechnet, und enthielt 
0,8°, NaCl. 

In allen Tabellen sind die Phosphormengen als mg P angegeben. Fiir 
die Berechnung der Resorption wurden die Gesamt-P-Werte benutzt. Wie 
aus den Versuchen mit anorganischem Phosphat (Tabelle I) ersichtlich, ist 
nach der Beendigung. des Resorptionsversuchs immer etwas organischer 
P-Ester in dem Darminhalt anwesend. In zwei Kontrollversuchen mit 
reiner 1°,iger NaCl-Lésung haben wir 0,07 mg Gesamt-P, davon 0,05 mg 
organischen, 0,02 mg anorganischen Phosphor gefunden. Wenn anorgani- 
sches Phosphat eingespritzt wurde, war die Menge der gefundenen P-Este1 
gréBer, im Mittel 0,2 mg. Wir glauben, daB diese P-Ester aus desquamierten 
Epithelien stammen. Es ist aber schwierig, zu erkliren, warum diese 
Mengen nach Phosphatinjektion gréBer als nach NaCl-Gaben sind. Wir 
haben diesen systematischen Fehler in unseren Berechnungen nicht korrigiert, 
da es nicht klar ist, welche Werte man benutzen soll, wenn man organisches 
Phosphat eingibt. 


Versuche. 


In der Tabelle I sind die Versuche dargestellt, die mit drei ver- 
schiedenen Konzentrationen von Na-Phosphat ausgefiihrt wurden. Wie 
aus der Tabelle ersichtlich, liegen die Prozentwerte der Resorption alle 
um den Mittelwert von 68 bzw. 38°%,. Die individuellen Schwankungen 
sind zwar sehr groB, aber im allgemeinen nimmt mit wachsender Kon- 
zentration die resorbierte Menge zu und die Prozentwerte der Resorption 
zeigen keine wesentliche Verminderung. Das entspricht einem Diffusions- 
prozeB*. In allen Fallen ist die resorbierte Menge in der unteren Darm- 
schlinge bedeutend geringer als in der oberen. 

In der Tabelle II sind die Versuche mit Na-Glycerophosphat ( Merck) 
angegeben. Die Resorption ist in beiden Schlingen der des anorganischen 
Phosphats ahnlich. 

Schon Heymann * bewies, daB die Phosphatasen im Rattendarm im 
oberen Teil viel wirksamer sind als im unteren. In der oberen Schlinge 
habe ich nach | Stunde etwa 9°, nicht gespaltenes Phosphat gefunden. 
und die absolute Menge des organischen Phosphors ist dem in Tabelle | 


! M. Martland u. R. Robison, Biochem. J. 20, 847, 1926. —- ? A. PI. 
Briggs, J. of biol. Chem. 538, 13, 1922. -—- * F. Verzar, diese Zeitschr. 276. 
17, 1935. —- 4 W. Heymann, Monatsschr. f. Kinderheilkde. 48, 14, 1930. 
zit. nach Oppenheimer, Die Fermente, Supplt. 1936. 
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Tabelle I. Na-Phosphat. 





Obere Darmschlinge Untere Darmschlinge 





Gefunden Resorbiert Gefunden 


Resorbiert 


| 
| 


Eingegeben 


insgesamt 
organisch 
anorganisch 
insgesamt 
organisch 
anorganisch 


0,83 0,02 0,81 1,03 
0,50 0,04 0,46 1,36 
, 1,54 0 1,54 |'0,32 
0,98 0,03 0,95 0,88 
0,48 0,04 0,44 | 1,38 
0,23 0,16 0,07 | 1,63 0,88 0,30 0,58 0,98 
0,68 0,20 0,48 | 2,11) 76 | 146 0,16 1,30 1,33 
0,68 0.12 0,56 2,11) 76 2,10 0,18 1,92 0,69 
1,30 | 0,22 1,08 | 1,49} 5 1,92 0,26 | 1,66 0,87 
2,42 0,10 | 2,32 1,30 
0,93 0,05 0,88 | 2,79) 7 
2,58 | 0,34 | 2,24 |! 1,14] ; 2,68 | 0,22 | 2,46 | 1,04 
1,24 | 0,13 (1,11 | 2,48) 6 2,43 0,25 | 2,18 | 1,29 
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Tabelle Il. Na-Glycerophosphate. 
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1,31 0,52 0,79 0,55 
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angegebenen sehr ahnlich. Die Geschwindigkeit der Spaltung ist so grob, 
daB die Resorption mit maximaler Geschwindigkeit (d. h. der des an- 
organischen Phosphats) vor sich geht. In der unteren Darmschlinge ist 
der Prozentsatz der nicht gespaltenen Ester viel gréBer. Die Resorptions- 
geschwindigkeit steht jedoch ebenfalls der des anorganischen Phosphats 
(Tabelle I) sehr nahe. Mit anderen Worten: die Tatigkeit der Phospha- 
tase ist nicht als begrenzender Faktor (,,limiting factor‘) anzusehen. 
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Tabelle HII zeigt die Resorption von Na-Phytin' (inosithexa. 
phosphorsaures Natrium). Wie aus der Tabelle hervorgeht, wird Ph ytiy, 
nur etwas weniger schnell resorbiert als anorganisches Phosphat oder 
Glycerophosphat. Auf Grund von Stoffwechselversuchen sind Lowy und 
Steenbock? zu dem SchluB gekommen, daB Phytinphosphor bei Ratten mit 
nicht sehr hohem Ca-Gehalt in der Nahrung assimiliert wird. Kurz nach 
Beendigung unserer Versuche erschien die Arbeit von Patwardhan®, jn 
welcher der Nachweis eines phytinspaltenden Enzyms in der Darn. 
schleimhaut von Ratten erbracht wird. Dieses Enzym soll nicht mit der 
Darmphosphatase identisch sein. Auch aus unseren Versuchen wird 
die Anwesenheit des phytinspaltenden Enzyms deutlich: Es ist in det 
oberen Darmschlinge in viel gré6Berer Menge als in der unteren vorhandey 
Man kann hierbei erkennen, daB in der oberen Schlinge die Spaltungs- 
geschwindigkeit die Resorptionsgeschwindigkeit begrenzt. In den 
Versuchen, in welchen mehr gespalten ist, wird auch mehr resorbiert 
In der unteren Schlinge sind die Unterschiede nicht gro genug, un 
etwas Sicheres auszusagen. 


~ 


Tabelle 11]. Phytinnatrium. 





Obere Darmschlinge Untere Darmschlinge 


. Resor- . Resor- 
{ e - Ge de 
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40 58 7/0,11 1,76 | 1,31 0,45.1,03 37 
38 0,24) 1.8 24° 1.86 1,21 0,65 0,93 3: 
42 2,7 0,25 Be i hte 50,27 1,07 
39 0,28 : 2,30 1,38 0,92 0,49 
41 2 0,40 | 1,: 2.26 1,51 0,75 0,53 


Mittel: 62 


Tabelle [V enthalt Versuche, die mit diphosphoglycerinsaurem 
durchgefiihrt wurden. 


Das Praéparat wurde nach der Greenwaldschen* Methode aus Schweine- 
blut hergestellt. Kay und Robison® haben gefunden, daf die séureléslichen 
Phosphorester aus Blut durch Knochenphosphatase nur bis zu 14 bis 36 


1 Das Praéparat verdanken wir der Liebenswiirdigkeit der Firma 
Ciba, A.-G., Basel. — 2 J. I. Lowe u. Steenbock, Biochem. J. 30, 1991, 
1936. — * V. N. Patwardhan, ebenda 31, 560, 1937. — ‘4 J. Greenwald, 
J. of biol. Chem. 68, 339, 1925. — °® H. D. Kay u. R. Robison, Biochem. 
J. 18, 755, 1924. 
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Tabelle IV. Diphosphoglycerinsaures Natrium. 





Obere Darmschlinge Untere Darmschlinge 


Resor- Resor- 
Gefunder 1 
delebivesiaas viert 


Gefunden biert 


Gewicht 


insgesamt 
organisch 
organisch 


1.10 | 0,23 0,87 si 0,81 
1,26 0,68 53/66) ; de 0,73 
1,60 0,85 43 27 a0 0,61 
1,84 0,85 34) 36 1,87 0,51 
2.00 0,63 28, 4! 2,02 0,51 


+4 


hydrolysiert werden. Roche’ hat die Spaltungsfahigkeit des nach der 
Greenwaldschen Methode dargestellten Esters durch Phosphatasen ver- 
schiedener Herkunft untersucht und gefunden, da® zwar alle diphospho- 
glycerinsaures Na spalten, aber mit viel geringerer Geschwindigkeit als 
Glycerophosphat. 

Aus unseren Versuchen geht hervor, dafi auch dieser Ester im 
fattendarm gespalten wird. Die Spaltung ist im oberen Darmteil viel 
eréBer als im unteren. Die Resorption des Phosphors ist in beiden 
Schlingen geringer als in den vorigen Versuchsreihen. Man sieht deutlich, 
da8 die Spaltungsgeschwindigkeit der die Resorption begrenzende 
Faktor ist. 

Auf Grund der hier wiedergegebenen Versuche scheint es sehr 
wahrscheinlich, daB organische Phosphate ohne vorherige Spaltung 
entweder iiberhaupt nicht, oder nur in sehr geringen Mengen resorbiert 
werden k6énnen. 

Weitere Versuche wurden durchgefiihrt, um den EinfluB von 
Vitamin D auf die Phosphatresorption zu untersuchen. Dieses wurde, 
als Calciferol B. D. H., in Mengen von 1,5 mg in Olivendl gelést, etwa 
16 bis 18 Stunden vor dem Versuch per os eingegeben. Es wurde die 
Resorption von Natriumphosphat untersucht. Wie aus der Tabelle V 
im Vergleich mit den Versuchen 19, 20, 49 der Tabelle I ersichtlich ist, 
férdert diese Substanz die Phosphatresorption nicht oder vermindert 
sie eher noch (wie der Mittelwert zeigt). 

Vor kurzem hat Nicolaysen® in ahnlich ausgefiihrten Versuchen 
festgestellt, daB rachitische Ratten schlechter Ca resorbieren als die mit 
Vitamin D gefiitterten. Auf Grund von Stoffwechselversuchen halt er 

1 J, Roche, Biochem. J. 25, 1724, 1931. —- ? R. Z. Nicolaysen, ebenda 
31, 323, 1937. 
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Tabelle V. Na-Phosphat nach Calciferolgabe. 





Obere Darmschlinge Untere Darmschli 





Gefanden Resorbiert Gefunden 


Gewicht 
insgesamt 
organisch 
insgesamt 
organisch 

anorganisch | 


anorganiseh 
3 
q 


Nr 


28 8 0,24 1,40 wll 0,14 
29 0.16 0.66 1.97 71 0.30 
30 2.71 0,24 1,68 0,87 31 0,24 
31 2,75 0,28 | 1,32 1,19: 43 0,30 
32 27 0.30 0.54 0.95 0.28 


0 


Mittel: 51 


es fiir unwahrscheinlich, daB Vitamin D die Phosphatresorption be- 
giinstige. Auch in unseren Yersuchen ist deutlich, daB trotz grober 
Cberdosierung von Vitamin D die Phosphatresorption im akuten 
Versuch nicht begiinstigt wird. 

Parathormon Lilly wurde in Mengen von | ccm (20 E.) pro Ratte 
6 Stunden vor dem Resorptionsversuch subcutan eingespritzt (Ta- 
belle VI). Bei allen Versuchen ist sowohl in der oberen wie in der unteren 
Diinndarmschlinge eine deutliche Forderung der Resorption zu sehen 
(Vergleiche mit den entsprechenden drei Versuchen der Tabelle I und 
besonders mit den Versuchen der Tabelle V.) Im Mittel werden aus 
der oberen Schlinge 86°, aus der unteren 50°, resorbiert, gegeniiber 
68 und 38°, bei normalen (Tabelle I) oder 51 und 25°, bei den mit 
Calciferol behandelten Tieren (Tabelle V). ° 


Tabelle VI. Na-Phosphat nach Parathormon. 





Obere Darmschlinge Untere Darmschlinge 





Gefunden Resorbiert Gefanden Resorbiert 


Versuch 


Gewicht 


insgesamt | 


insgesamt 
organisch 
anorganisch 


organisch 
anorganisch 


Nr. 


33 0,28 0,18 ‘ 1,26 
34 0,67 0,25 : 76 1,16 1,27 
35 0.42 0,08 ‘ f 0,82 
36 2,79 0,37 0,16 2,4: 1,72 1,42 
37 2,79 0,22 0,18 84 1,70 


Mittel: 
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In den Versuchen mit Parathormon war, wie zu erwarten, der 
hosphatgehalt des Blutes vor der Resorption deutlich erniedrigt, wie 
einige diesbezitigliche Bestimmungen zeigten. Es ist aber unméglich zu 
sagen, ob das die Ursache der rascheren P-Resorption sein kann. Die 
Resorption nach Parathormon war im oberen Teil des Diinndarms 
besonders stark. Es scheint wahrscheinlich, dafgS Parathormon die 
Phosphatresorption in derselben Weise beeinfluBt, wie es die Aus- 
«heidung durch die Niere fordert. Wir begniigen uns hier mit diesem 
Hinweis, ohne derzeit auf die weitere Diskussion einzugehen. 


Zusammenfassung. 


Auf Grund von Resorptionsversuchen am Rattendarm ergibt sich: 

1. Neutrale Natriumphosphatlésung wird, entsprechend den Diffu- 
sionsgesetzen, um so rascher resorbiert, je konzentrierter sie ist. 

2. Aus dem unteren Teil des Diinndarms wird immer weniger 
Phosphor resorbiert als aus dem oberen. 

3. Natriumglycerophosphat wird im Diinndarm der Ratte sehr 
stark gespalten und der Phosphatanteil ebenso gut resorbiert wie 
anorganisches Phosphat. 

4. Phytinnatrium wird etwas geringer gespalten, jedoch wird das 
Phosphat kaum weniger gut resorbiert als bei der vorigen Verbindung. 

5. Diphosphoglycerinsaures Natrium wird wesentlich langsamer 
gespalten und das Phosphat langsamer resorbiert. Die Geschwindigkeit 
der Spaltung bestimmt die Resorptionsgeschwindigkeit. 

6. Die Resorption der untersuchten organischen Phosphate erfolgt 
im wesentlichen nach der Spaltung als anorganisches Phosphat. 

7. GroBe Dosen Calciferol férdern die Resorption von Natrium- 
phosphat nicht. 

8. Parathormon steigert die Resorption von Natriumphosphat 
sowohl im oberen wie im unteren Teil des Diinndarms. 


Diese Arbeit wurde auf Anregung und unter Leitung von Herrn Prof. 
Dr. F. Verzar ausgefiihrt. 
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Untersuchungen iiber den Einflu6 verschiedener Hormon» 
auf den Glutathiongehalt des Blutes. 


II. Mitteilung: 
Insulin und Vagotonin '. 


Von 
Edgard Zunz und Olga Vesselovsky. 


(Aus dem Laboratorium fiir Pharmakologie und Therapie der Universitit 
Briissel.) 


(Eingegangen am 26. Juni 1937.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


In friiheren Untersuchungen zeigte der eine von uns, daf} nach 
intravendser Vagotonininjektion der Gehalt der Erythrocyten an redu- 
ziertem Glutathion steigt. Insulin, das zum gr6éBten Teil vom Vagotonin 
befreit ist, bewirkte hingegen bald einen schwachen Anstieg des Glu- 
tathiongehalts, bald keine merklichen Veranderungen (1). Damals 
wurden entweder die Methode von King, Baumgartner und Pay (2 
oder Masons Verfahren (3) angewandt. Beide Methoden ergaben 
zu hohe Zahlen, da Ergothionein und vielleicht noch andere Sub. 
stanzen wenigstens teilweise gleichzeitig mit dem Glutathion bestimmi 
wurden. 

Binet und Weller (4) beschrieben 1934 die Vorteile der Anwendung 
von Cadmiumlactat bei py 6,8 bis 7,0 zur Fallung von reduziertem 
Glutathion, wobei weder Ergothionein noch, Ascorbinsdure und Cystein 
mit dem Glutathion bestimmt werden. Spiter wurde dieses Verfahren 
vervollstandigt, um die Bestimmung des Gesamtglutathions sowohl im 
oxydierten als auch im reduzierten Zustand zu erlauben. Mit dieser 
Methode versuchten wir nun festzustellen, ob die Zunahme der Erythro 
cyten an reduziertem Glutathion tatsaichlich auf einer Vermehrung ces 
Gesamtglutathions beruht oder lediglich auf einer Umwandlung de: 
oxydierten in die reduzierte Form. 

Hunde von 15 bis 24 kg Gewicht wurden in Chloralosenarkose benutzt. 
1 bis 2 mg Vagotonin, welches wir der Liebenswiirdigkeit von Herrn Proi 
Santenoise (Nancy) verdanken, bzw. 2 bis 4 Einheiten kristallisiertes Insulin 
wurden in wiasseriger 0,85°,iger NaCl-Lésung aufgelést und den Tieren 
leem pro kg Kérpergewicht in die Vena saphaena eingespritzt. Vor ce: 
Injektion und fiinfmal stiindlich danach wurde der Gehalt des Carotisblute- 
am gesamten und reduzierten Glutathion nach Binet und Weller bestimm! 


' Otto v. Firth zum 70. Geburtstag. 
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Untersuchungen iiber den Einflu8 verschiedener Hormone usw. II. 


ind gleichzeitig die Zahl der roten Blutkérperchen in 1 ccm festgestellt. 
Dies gestattete, die in den verschiedenen Blutproben gefundenen Glutathion- 
vahien fiir die unverainderte Erythrocytenmenge zu berechnen. Wie man 
aus den Tabellen I und II ersieht, bewirken allerdings in den meisten Fallen 
weder Vagotonin noch Insulin betrachtlichere Verainderungen der Anzahl] 
der roten Blutkérperchen gegeniiber den Kontrollversuchen, bei welchen 
den Hunden stiindlich 5cmm Carotisblut nach intravenéser Einspritzung 
von leem physiologischer NaCl-Lésung entnommen wurde. (Die einzige 
Ausnahme bildet Versuch 1 der Tabelle II, bei welchem die Erythrocyten- 
zahl innerhalb 5 Stunden. all- 
mahlich um 9°, zunahm.) 


4 
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Normalwerte schwanken kann. Hunden in Chloralosenarkose. 
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Versuchen der Tabelle I erhielten die Tiere je kg 4 mg kristallisiertes 

Insulin. Dieselben Ergebnisse wurden auch mit geringerer Insulin- 


dosis erreicht. 
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Nach intravenéser Injektion von 2 mg Vagotonin pro kg Korper- 
gewicht steigt der Gehalt der Erythrocyten an reduziertem Gluta- 
thion allmahlich an. Diese Erscheinung ist keineswegs die Folge 
eines Uberganges der oxydierten in die reduzierte Form dieses Tri- 
peptids, denn, wie aus den Versuchen 1 und 2 der Tabelle II 
sowie aus Abb. 1 ersichtlich ist, zeigt der Gehalt der roten Blut- 
kérperchen an Gesamtglutathion ahnliche Schwankungen wie der Ge- 
halt an reduziertem Glutathion; beide erreichen ihren Héhepunkt 
meistens nach 3, manchmal schon nach 2 Stunden. Nur in einigen 
Versuchen (vgl. die Durchschnittskurven der Abb. 1) steigt der Gehalt 
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zwar ungefahr im gleichen MaBe wie Vagotonin, schien es uns zweok 
maBig, nachzuforschen, ob die Unterbindung der Nebennierenveiiy), 
welche den EinfluB der Nebennierenexkretion ausschaltet, die Wirkiny 
des Vagotonins auf die ,tlutathicnamie verandert. 


Aus den Versuchen 3 und 4 der Tabelle Il und aus den Kurven der 
Abb. 2 geht hervor, daB bei Hunden mit unterbundenen Nebennieren. 
venen die Steigerung des reduzierten Glutathions und des Gesamt- 
glutathions ebenso ausgepragt ist wie bei Hunden mit intakten Neben- 
nierenvenen und sogar im Durchschnitt etwas héher liegt. Der Hohe- 
punkt ist gewohnlich schon nach 2 Stunden erreicht. Die Unterbindung 
der Nebennierenvenen hat bei in Chloralosenarkose befindlichen Hunden 
in den Kontrollversuchen (intravenése Einspritzung von | ccm physio. 
logischer NaCl-Lésung pro kg und stiindliche Entnahme von 5 ccm 
Carotisblut) eine allmahliche Abnahme des Glutathiongehalts cer 
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Abb. 2. Durchsechnittskurven des 
Gehalts der Erythrocyten an r¢ 
4 duziertem Glutathion bei Hunder 
in Chloralosenarkose. 
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Hund mit intakfen nierenvenen. 
Nebennierenvenen Zeit in Stunden. 
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Erythrocyten zur Folge. 5 Stunden nach der Unterbindung der Nebeu- 
nierenvenen enthalten die Erythrocyten nur 80,94 bis 84,32 °, reduziertes 
Glutathion und 81,94 bis 83,26°, Gesamtglutathion, bezogen auf den 
normalen Zustand. Diese allmahliche Abnahme ist vielleicht die Ursache 
des friihzeitigeren Sinkens der Glutathionamie nach Vagotonininjektion 
bei Hunden mit unterbundenen Nebennierenvenen. Jedoch bestehen keine 
wesentlichen Unterschiede zwischen den Tieren mit intakten und denen 
mit unterbundenen Nebennierenvenen. Demnach scheint der in die 
Erythrocyten eindringende GlutathioniiberschuB nicht von den Neben- 
nieren, sondern von anderen Organen, wahrscheinlich hauptsachlich 
von der Leber, herzuriihren. 
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Zusammenfassung. 


1. Kristallisiertes Insulin bewirkt beim Hunde keine Verainderungen 
des Gehalts der Erythrocyten an reduziertem oder oxydiertem Glu- 
tathion. 

2. Nach intravenéser Vagotonininjektion steigt beim Hunde der 
Gehalt der roten Blutkérperchen an reduziertem und Gesamtglutathion. 
Auch nach Unterbindung der Nebennierenvenen wird diese Hyper- 
glutathionamie noch hervorgerufen. 


Literatur. 


1) E. Zunz, C. R. Soc. Biol. 110, 93, 1932. — 2) BE. King, L. Baum- 
gartner u. I. H. Page, diese Zeitschr. 217, 389, 1930. — 3) H. L. Mason, 
J. of biol. Chem. 86, 625, 1930. — 4) L. Binet u. G. Weller, Bull. Soe. Chim. 
biol. 16, 1284, 1934. — 5) Dieselben, ebenda 18, 358, 1936. — 6) D. Santenoise, 
L. Merklen, C. Franck u. M. Vidacovitch, C. R. Soe. Biol. 121, 1567, 1936. 








Die manometrische Bestimmung von Garungskohlensaure 


und Aquivalentkohlensaure im Zweipuffersystem. 


Von 
H. Dieckmann und H. Mohr. 


(Aus der Biologischen Abteilung des Reichsgesundheitsamtes 
zu Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 3, Juli 1937.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Der anaerobe Stoffwechsel von Mikroorganismen kann quantitat iy 
im Manometer haufig nur unter der Voraussetzung verfolgt werden 
daB es gelingt: 1. die neugebildete ,,Garungskohlensaéure**, 2. die durch 
Auftreten fixer Sauren aus einer bicarbonathaltigen Versuchslésuny 
ausgetrie bene , Aquivalentkohlensaure*‘ und 3. den etwa entstandenen 
Wasserstoff zu messen. In der vorliegenden Abhandlung soll nur di: 
Bestimmung von Garungs- und Aquivalentkohlensiure behandelt 
werden. Die Bestimmung von Wasserstoff ist aber durch Weiter 
entwicklung der hier dargestellten Methodik grundsatzlich mdédglich 

Die Bestimmung der Garungs- und Aquivalentkohlensaure bereitet 
keine Schwierigkeiten, wenn die zu untersuchenden Mikroorganismen 
im einfachen CO,-Bicarbonatpuffer suspendiert sind (s. z. B. Negelein' 
Bei Verwendung eines Zweipuffersystems, das im Rahmen unserer 
Ausfiihrungen stets ein Phosphat-CO,-Bicarbonatpuffer sein soll, tritt 
dagegen die Schwierigkeit auf, daB weder die gesamte Garungskohlen- 
siure, noch das gesamte Aquivalent der fixen, Saure als CO, im Gasraum 
erscheint, weil sowohl von der neugebildeten Kohlensaure als auch von 
der fixen Saure ein je nach den Bedingungen wechselnder Anteil mit 
dem Phosphatpuffer reagiert. Diese beiden im Gasraum fehlenden 
Anteile der Garungs- und Aquivalentkohlensiure werden, wie be- 
kennt, als ,,retiniert** bezeichnet. 

Die manometrische Bestimmung der Retention ist grundlegend 
von Warburg? bearbeitet worden. Die Methoden und Gleichungen 
Warburgs sind jedoch in erster Linie fir die Untersuchung des Stoff- 
wechsels von iiberlebendem Gewebe in Seren, d.h. in Fliissigkeiten 
unbekannter Zusammensetzung und verhaltnismaBig schwacher Puffe- 
rung entwickelt. Fiir Lésungen bekannter Zusammensetzung und 
verhaltnismaBig starker Pufferung schien uns die Entwicklung einer 
weiteren Methode aus verschiedenen Griinden méglich und wiinschens- 
wert. 


1 Diese Zeitschr. 158, 121, 1925. — ? Ebenda 164, 481, 1925. 
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So laBt sich nach Warburg die Retention aus der Differenz 9, — o,4 
pr. Phosphat 


Bei 


|o berechnen {in unserem Falle 9 = 


pr. + sek. Phosphat 
starker Pufferung ist dies Verfahren aber nicht anwendbar, weil die 
durch den untersuchten Stoffwechsel verursachte py-Verschiebung und 
damit die Differenz 9, — 9, so klein wird, da ihre Bestimmung praktisch 
nicht gelingt oder aber mit einem Fehler behaftet ist, der ein Vielfaches 
von 1 9 betragen kann. Das andere Verfahren Warburgs, die Berechnung 
der Retention nach der in einem Vorversuch bestimmten Abhangigkeit 
A\u/ Ap (Au = Retention; Ap = Anderung des CO,-Druckes), ist fiir 
Lésungen unbekannter Zusammensetzung nicht zu ersetzen. Dagegen 
lassen sich fiir Lésungen bekannter Zusammensetzung Gleichungen 
entwickeln, die die Berechnung der Retention ohne Vorversuch ge- 
statten. Damit entfallt auch die Bindung an das im Vorversuch be- 
stimmte Ap, die durch die Notwendigkeit, nach annahernder Er- 
reichung dieses Ap den Versuch abzubrechen, eine wesentliche Be- 
schriankung der Versuchsbedingungen bedeutet. — SchlieBlich kam es 
uns darauf an, Garungs- und Aquivalentkohlensiure im anaeroben 
Versuch gleichzeitig zu bestimmen. Die nach der Warburgschen Methode 
fir diesen Zweck zu entwickelnden Gleichungen setzen die Verwendung 
von zwei Manometern verschiedenen Rauminhalts voraus. Fiir Ver- 
suchslésungen bekannter Zusammensetzung laéBt sich aber die gleiche 
Bestimmung unter Verwendung nur eines Manometers durchfiihren, 
wovon man sich eine Steigerung der Exaktheit versprechen darf!. 


Experimentelle Voraussetzung fiir die Giltigkeit der von uns ent- 
wickelten Gleichungen ist die Kenntnis des CQO,-Partialdruckes sowie 
der Phosphat- und Bicarbonatkonzentration zu Beginn der Ablesungen. 
Diese Bedingung erfordert besondere MaBnahmen beim Sattigen der 
Versuchslésung mit dem Gasgemisch, -um Konzentrationsinderungen 
durch Verdunstung oder Kondensation von Wasser, und Druckanderun- 
gen der Kohlenséure zu vermeiden. Mit der im experimentellen Teil 
beschriebenen Anordnung ist dies ohne Schwierigkeit zu erreichen. 
Ferner mu aus dem gleichen Grunde dafiir gesorgt werden, dab die 
Stoffwechselprozesse der untersuchten Mikroorganismen erst bei Beginn 


1 Nach Warburg, Kubowitz u. Christian (diese Zeitschr. 242, 179, 1931) 
kann man die Retention auch messen, indem man vor oder nach dem Ver- 
such in Gegenwart der Versuchslésung eine bekannte Menge CO, entwickelt 
oder eine bekannte Menge Milchsdéure in die Versuchslésung einkippt. Aus 
der Differenz zwischen zu erwartender und aufgetretener Menge CO, lassen 
sich die fiir die Retention korrigierten Konstanten kcgo, und k, finden. Die 
Methode hat den Nachteil, da8 die im Versuch auftretenden Anderungen 
der Retentionsfahigkeit (durch Anderung von g und pq) nicht beriicksichtigt 
werden kénnen. 
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der Ablesungen einsetzen, oder daB sonst ihr Betrag berechnet wer:je) 
kann. Auch dariiber ist Naheres im experimentellen Teil angegeben 
Die Anwendbarkeit unserer Methode beschrankt sich also auf | \\\le. 
in denen die genannten Bedingungen erfiillbar sind. Sie unterscheidet 
sich dadurch nicht von der Warburgschen Methode, fiir die, streng. 
genommen, die gleichen Bedingungen gelten. Bei Verwendung yon 
Versuchslésungen unbekannter Zusammensetzung ware fiir die |\/q;. 
burgsche Methode die Forderung zu stellen, daB die Konzentrationen 
der Versuchslésung im Vorversuch und bei Beginn des Versuchs die 
gleichen sind. Abweichungen von diesen Bedingungen miissen um so 


: ; : ; Bicarbonat 
fiihlbarer werden, je kleiner der Quotient - 


se - 1 die 
retinierende Vbdg.  * 


davon abhangige Retention ist (s. S. 346). 


A. 
I. Das Gleichgewicht zwischen Gasgemisch und Zweipuffersystem. 


Im Manometertrog befindet sich eine Lésung, die ein Gemisch von 
primarem und sekundaérem Phosphat, sowie Bicarbonat enthalt. Die 
Konzentrationen sind so gewahlt, daB sie dem nach Sattigung mit 
einem bestimmten Gemisch von N, und CQ, bestehenden Gleich- 
gewicht entsprechen. Ferner erfiillt im Gleichgewicht die physikalisch 


geléste Kohlensiure nach Henry die Bedingung 


P (v,, = Vol. der Versuchslésung, 


CO, gelést = ——v,,. : as 
Ak sy ing « = Bunsenscher Absorptionskoeffizient). (I) 


760 
Geniigt die Sattigung mit Kohlensaéure noch nicht den Bedingungen 


der Gleichung (1), so miissen Bicarbonat und Phosphat miteinander 
reagiert haben, da in jedem Augenblick — 


pr.Phosph. —_,, CO, gelést 
PO, sek. Phosph. ~~ ©9  Bikarb. 
erfillt sein muB. 
Die Reaktion zwischen Phosphatpuffer und CO,-Bicarbonatpuffer 
ist nach folgender Gleichung vor sich gegangen: 
NaHCO, + NaH,PO, = H,CO, + Na,HPO,. (3) 


Es ist Bicarbonat als CO, abgegeben und primares Phosphat durch 
Reaktion mit dem Alkali des Bicarbonats zu sekundirem Phosphat umge- 
setzt worden. In dem MaBe, wie die Sattigung fortschreitet, verlauft die 
umgekehrte Reaktion: Kohlensaiure reagiert mit sekundérem Phosphat 
zu Bicarbonat und primaérem Phosphat. Sind die Gleichgewichts- 
konzentrationen richtig vorausberechnet und eingewogen, so sind nach 
Erfiillung der Gleichung (1) in der Lésung die urspriinglich gewahlten 
Konzentrationen an primaérem und sekundaérem Phosphat, sowie an 
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Bicarbonat vorhanden. Es besteht daher eine einfache Mdéglichkeit 
zu priifen, ob die Konzentrationen richtig gewahlt waren, d.h. als 
bekannt angesetzt werden diirfen. Wird namlich nach Ubersattigung 
mit einer starken Saéure die vorausberechnete Menge Bicarbonat als 
(0, ausgetrieben, so sind auch die Konzentrationen an primarem und 
sekundérem Phosphat unverandert geblieben, das py der Versuchs- 
lisung kann berechnet werden, der CO,-Partialdruck hat den aus der 
Eichung des Gasgemisches bekannten, der Rechnung zugrunde gelegten 
Wert. Vor Verwendung einer neuen Phosphat-Bicarbonatmischung ist 
in dieser Weise der Nachweis zu erbringen, daB die Gleichgewichts- 
konzentration zutreffend berechnet war, bzw. die eingewogene Bicar- 
bonatmenge ist bei gleichbleibenden Phosphatkonzentrationen so lange 
m andern, bis bei Ubersattigung mit Saure gerade die eingewogene 
Bicarbonatmenge als CO, ausgetrieben wird. Bei allen Berechnungen 
ist zu beriicksichtigen, da das Volumen der Versuchslésung = ccm 
hicarbonathaltige Lésung ist, wenn der Gleichung die eben behandelten 
Gleichgewichte zugrunde liegen, da aber das Volumen der Versuchs- 
lisung = cem Gesamtfliissigkeit ist, wenn es sich um die Berechnung 
der physikalisch gelésten CO, handelt. 

Mit den vorstehenden Ausfiihrungen ist auch die Notwendigkeit 
begriindet, bei der Einleitung des Gasgemisches Verdunstung oder 
Kondensation von Wasser zu vermeiden. Ist das Gas zu trocken, muB 
also beim Einleiten Wasser verdunsten, so bleibt nach Gleichung (1) 
die Konzentration der gelésten CO, unverindert, wahrend die Kon- 
zentrationen des Bicarbonats, sowie die des primaéren und sekundaren 
Phosphats um den gleichen Bruchteil zunehmen. Phosphat- und CO,- 
Bicarbonatpuffer miissen deshalb nach Gleichung (3) reagieren; es wird 
auf Kosten des Bicarbonats CO, abgegeben, auf Kosten des primaren 
Phosphats sekundiéres Phosphat gebildet. Ist das Gas zu feucht, so 
muB die umgekehrte Reaktion eintreten. In beiden Fallen entsprechen 
die Gleichgewichtskonzentrationen nicht den vorausberechneten. 


II. Die Berechnung der Gesamtretention. 


Beide Anteile der Gesamtretention (Retention aus neu gebildeter 
und aus Aquivalent-CO,) entstehen nach Warburg durch Reaktion mit 
dem Phosphatpuffer. Der retinierte Teil der neugebildeten Kohlensaure 
hat dann nach Gleichung (3) reagiert, wobei die Gleichung von rechts 
nach links zu lesen ist, er fehlt im Gasraum und tritt in der Lésung als 
Bicarbonat in Erscheinung. Dabei ist, wieder nach Gleichung (3), ein 
Teil des sekundéren Phosphats in primares verwandelt. Die Reaktion 
verlauft stéchiometrisch. — Der retinierte Teil der neu erscheinenden 
fixen Saéure hat in gleicher Weise mit dem Phosphat reagiert; sein 
Aquivalent fehlt als Kohlensiure im Gasraum, er tritt in der Lésung als 
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Alkalisalz in Erscheinung. Die Reaktion der fixen Saure (HS) ver. 
lauft nach 
HS + Na,HPO, = NaS + NaH,PO,. (4) 

In jedem Falle ist also ein der Retention entsprechender Antei! des 
sekundaren Phosphats zu primiérem Phosphat geworden. Demnach ist. 
entsprechend den Ausfiihrungen Warburgs, die Zunahme des primiren 
oder die Abnahme des sekundaren Phosphats gleich der Gesamt. 
retention. 

Wir setzen den mit neugebildeter Kohlensaéure oder mit neu auf. 
getretener fixer Saure reagierenden Anteil des Phosphats = 2, die Kon. 
zentration des primairen Phosphats zu Versuchsbeginn = a, die des sekun.- Das 
diren Phosphats = 6, den Kohlenséuredruck zu Versuchsbeginn = p,, 2 Die 


Versuchsende = p,, die Menge des Bicarbonats zu Versuchsbeginn = 8, gept 
zu Versuchsende = B, und bilden and 


aU,+ 2 Pp, 8 
(H'lyersachsende ™ “po, co = Xco. = 5 
ersuchsende tbv, one COg B, III. 


, 


(8 nach Warburg = P/y000 - Ura; p ausgedriickt in mm Brodie). 
Wir lésen Gl. (5) nach 2 auf und erhalten: 
Koo, Py B.bvp— Kpo, . B, Up 


Zu Versuchsbeginn ist 


. a Po B 
H = K =—_-_ = — > 


daher 


Nach Einsetzen in Gl. (6) und Weiterentwicklung erhalten wir: 


a ai bu, BoP, vine py B, (7) 


b 
P, By + 7 Po B, 


Um die Gesamtretention in emm zu erhalten, wird GI. (7) mit 
22400 multipliziert. 

Gleichung (7) enthalt die bekannten GréBen a, 6, By und po; ferner 
den Kohlenséuredruck p, zu Versuchsende = p, + Ap, der aus dem 
bekannten p, und dem gemessenen Ap zu berechnen ist; die Kon- 
stante v,, sowie die Bicarbonatmenge zu Versuchsende = B,, die 
durch Ubersattigen mit Saure zu bestimmen ist. Die Dissoziations- 
konstanten Koo, und Kpo, konnten durch Substitution aus der Gleichung 
entfernt werden. 


Ist B, = By, so geht GI. (7) iiber in Gl. (7a): 


Jp 
t= bv, 


Pit > Po 





ver. 
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Die Differenz B,p, — p, B, kann niemals = 0 oder < 0 werden, wenn 
die Reaktion der Lésung wihrend des Versuchs saurer wird, d.h. wenn 
Kohlenséure oder andere Sauren gebildet werden. 

Angenommen 

BoP: — Po B, < 0. 
Dann ware 


Pi_ Pog 
B, By : 


4 Pi fd , Po 8 
Koo, —" Koo, “he = 0, 
(H'], < (H'}. 
Das wiirde heiBen, daB die Lésung alkalischer wird oder unverandert bleibt. 
Die Gl. (7) verliert deshalb ihren Sinn nur dann, wenn die Lésung so stark 
gepuffert ist, daB die im Versuch auftretenden Sauren keine meBbare Ver- 
ainderung der [H’] bewirken. 


III. Die Berechnung der Kohlensture bei alleinigem Auftreten von A quivalent- 
kohlensdure oder alleinigem Auftreten von Gdarungskohlensdure. 


Wird nur Aquivalentkohlensiure gebildet, so ist Gl. (7) ganz be- 
sonders geeignet, die Retention und aus Retention + Ap. keo, 
(koo, = Gef. Konst.) die fixe Saure bzw. die Aquivalent-CO, zu be- 
rechnen. In diesem Falle ist nimlich By — Ap.kcoo, = B,. Ist also 


bekannt, daB nur fixe Saiure entsteht, so braucht B, nicht experimentell 
durch Ubersattigung bestimmt zu werden, da es leicht durch Rechnung 
gefunden werden kann. Dies ist méglich, weil bei alleinigem Auftreten 
von fixer Saure die Retention nur in einer Anderung der Phosphat- 
konzentrationen zum Ausdruck kommt, und die Bicarbonatkonzentration 
nicht durch neu hinzukommendes Retentionsbicarbonat erhéht wird. 
Zwar ist die der Aquivalentkohlenséure entsprechende Retention als 
Bicarbonat im B, enthalten, doch ist sie nicht neu hinzugekommen, 
sondern infolge der Reaktion nach Gl. (4) nicht ausgetrieben. A B, die 
Anderung der Bicarbonatmenge, ist deshalb gleich der im Gasraum auf- 
getretenen CO,, wahrend der Retentionsanteil der fixen Saure selbst 
sich mit Alkali des sekundaren Phosphats zu Salz verbunden hat. 
Wird nur Garungskohlensaiure gebildet, so muB B, dagegen stets 
durch Ubersattigung der Versuchslésung mit Saure bestimmt werden, 
da die der neu gebildeten Kohlensaéure entsprechende Retention nach 
Gl. (3) (von rechts nach links gelesen) nicht nur in einer Anderung der 
Phosphatkonzentrationen, sondern auch ineiner Anderung der Bicarbonat- 
konzentration zum Ausdruck kommen mu8. Das in diesem Falle 
natiirlich stets positive 4 B steht in keiner einfachen Abhangigkeit 
von Ap und muB experimentell (durch Ubersittigung) bestimmt 
werden, damit man nach Gl. (7) rechnen kann. Das Rechnen nach Gl. (7) 
bietet deshalb keinen Vorteil, wenn nur Garungskohlensadure gebildet 
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wird, da bei experimenteller Bestimmung von p, die Retention se|); 
viel einfacher in bekannter Weise aus der Differenz B, — By = A 8 
== Retention zu berechnen ist. Die Géarungskohlensdure ist dann 
= Ap.kea, + AB. : 

Tritt sowohl Garungs- wie auch Aquivalentkohlensaure auf, oder 
ist nicht bekannt, ob nur die eine oder nur die andere Kohlensaure 7 
beriicksichtigen ist, so ist es nétig, nach Abschnitt IV oder V zu 
verfahren. 


IV. Die Berechnung der Kohlensdure bei gleichzeitigem Auftreten von Gdrungs- 
und Aquivalentkohlensiure. 

Wir stellen uns die Aufgabe, Aquivalent- und Garungskohlensiure 
aus der Gesamtretention, 4B und Ap getrennt zu berechnen. Wir 
setzen 

AB = B,— B,*; (3) 
B, = By — (ges. fix. Saure — Retent.jqy, co, — Retent.gar, co): 
AB = — ges. fix. Saure + Retent. iqu.co, + Retent.gar co, (9) 

Die ausgetriebene 
CO, = Ap. keo, = CO, Aqu. Gas + CO, Aqu. gelist 7 (Retent. j qu, CO, 

— Retent. jgu.co,) + Ce Gur. Gas + C92 Gar. getist > (10) 
Ap . ko, = Aquivalent d. ges. fixen Saure — Retent. jou. 0, 
+ CO, Gar. Gas + CO, G 

Durch Addition von GI. (9) und (11) erhalten wir: 

AB + Ap. keg, = — ges. fixe Siure + Retent. jay co, + Retent.gar oo, 

+ ges. fixe Saéure — Retent.jqq co, + CO2 Gar. gas + C92 Gar. gelist : 


ar. gelist: (11) 


Garungskohlensaéure gesamt = 4p.koo, + AB. (12) 


Die Gleichung fiir das CO,-Aquivalent der gesamten fixen Saure ergilt 
sich aus Gl. (9): 


Fixe Séure gesamt = Gesamtretention — 4 B**, (13) 


Nach Bestimmung der Gesamtretention entsprechend Abschnitt III 
sind also Garungskohlenséure und Aquivalentkohlensaure mit den Gl. (12) 
und (13) zu errechnen. — 


* Retention bedeutet in diesem Ansatz Bicarbonat, ausgedriickt in 
cmm Gas. Es ist also Retention aus Gdrungskohlensdure gleich dem nach 
Gl. (3) (von rechts nach links gelesen) neu gebildeten Bicarbonat; Retention 
aus fixer Saéure gleich dem infolge der Reaktion nach Gl. (4) nicht aus- 
getriebenen Bicarbonat. Die Trennung der beiden Retentionsanteile ist 
eine nur gedankliche und praktisch nicht ausfiihrbar. Dies ist belanglos, 
da die getrennten Retentionsanteile in den SchluBgleichungen des Ansatze- 
nicht auftreten. — ** Fiir aerobe Verhialtnisse entspricht der Klammer 


ausdruck von Gl. (8) dem 2, von Dickens und Simer (Biochem. J. 25, 
973, 1931). 
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Wird AB = 0, so ist der durch fixe Saéure verursachte Bicarbonat- 
-erlust der Versuchslésung durch die als neugebildetes Bicarbonat er- 
cheinende Retention gerade gedeckt. Es tritt das zufallige Ereignis ein, 
da®B die gesamte Garungskohiensdure gleich Ap. keoy das CO,-Aquivalent 
der gesamten fixen Saure gleich der Gesamtretention ist. —- Ein positives 

|B ist zu erwarten, wenn viel CO, durch Garung entsteht, wahrend die 
Glykolyse demgegeniiber klein ist. — Ein negatives 4B wird bei gleich- 
zeitigem Auftreten von Géarungskohlenséiure und fixen Saéuren das am 
haufigsten zu erwartende Ereignis sein, da der Bicarbonatverlust durch 
Austreibung ja nur durch einen Teil der Gairungskohlensiéure, nimlich den 
retinierten Teil, gedeckt wird. 

Die gesamte Garungskohlensdure laBt sich auBer nach Gl. (12), 
wie bekannt, auch aus der Differenz: Gesamte Kohlensdure zu Versuchs- 
ende — gesamte Kohlensaure zu Versuchsbeginn berechnen. Unter ge- 
samter Kohlensaure zu Versuchsende ist zu verstehen: B, + Ap. keo,, 
unter gesamter Kohlensdure zu Versuchsbeginn: Bp. 


V. Berechnung der gesamten fixen Sdure ohne Bestimmung der Retention. 


Fiir die Ableitungen Warburgs, sowie fiir unsere bisherigen Ab- 
leitungen war der Begriff der Retention notwendig, um iiberhaupt in 
gepufferten Systemen entstehende Saéuren messen zu kénnen. Wir 
stellen uns nunmehr die Aufgabe, die Gesamtmenge an fixer Saéure zu 
berechnen, ohne eine Bestimmung der Retention vornehmen zu miissen. 
Dabei nehmen wir zuniachst an, daB die entstehende Saure stark genug 
ist, um im Gleichgewicht mit Phosphat und Bicarbonat nur zu einem 
verschwindend kleinen Teil undissoziiert zu bleiben. Dies gilt fiir fixe 
Sauren mit einem p, < 5, praktisch also fiir fast alle in Frage kommen- 
den Sauren. 

Wir bezeichnen die Anfangskonzentrationen des primaren und sekun- 
dairen Phosphats als a und 6, den CO,-Druck zu Versuchsbeginn und zu 
Versuchsende als p, und p,, ferner die Anfangskonzentration des Bicarbonats 
als d, und die Gesamtkonzentration der neu entstandenen fixen Saure als c. 

Von der fixen Siure bzw. den fixen Saéuren mégen 2, .v, Mol mit 
Phosphat, x, . v, Mol mit Bicarbonat, von neugebildeter (Garungs-) Kohlen- 
sdure 2,.U, Mol mit Phosphat reagieren. 


Dann ist 
I II 
, A a Po 8 
[H’Jo = Kpo, are Keo, Y (14) 
(Kpo, und Ke 0. sind die Dissoziationskonstanten der betreffenden Saure), 
Ill IV 
. a a (x, + 23) ar, (Po + J p) 8’ 
[H'l, = Xpo, b—(%,+%3;) Koo, dy — +25 
Vv 


CO, d+dd 
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Wegen der Giiltigheit der GI. (14) und (15) diirfen wir durch Subtrakt 
bilden: III — I = V — II; demnach ist: 
, a@ + (2%, + 23) a) _f¢ Po > Sp Po 
Kvo.[5 — (%,+2%,) | = Keo, * fe +4d- |: 
Durch Umformung erhalten wir: 
Koo, & dJp—pdd a a+ (x; + 23) 


Kpo, ; dy (dy he Jd) Pc b me b (2, oe Zz) : 
Demnach: 
a+b 
e+e Keo, 6 d,tIp—p dd 
b Kpo, | do (dy + Sd) 
2, + %, ist wieder die Gesamtretention, fiir die uns Gl. (18) also 
einen neuen Ausdruck liefert. Gesucht ist aber ein Ausdruck fiir x, + +, 


die Gesamtheit der fixen Saure. Wir bilden 


a+ Lz =p e 


(% + 2s) — (%3— 4) = 2 + %. (19 
%_ — % = Ad. 1 + 2, ist gleich Ad, weil x, das durch fixe Saure 
als CO, ausgetriebene Bicarbonat, 2, das durch Reaktion von Garungs- 
kohlensaure mit Phosphat neugebildete Bicarbonat ist. 

Um aus Gl. (18) einen Ausdruck fiir x, + x, die gesuchte gesamte 
fixe Saure, zu finden, brauchen wir also nur auf beiden Seiten der Gilei- 
chung Ad zu subtrahieren. Demnach ist: 

z,-+ x2, = ges. fixe Saure 
a+b ae 
a+b Koo,8 dy Ip — py J¢ | : 
6 * Kpo, | do (dy + 44) / 
Durch Multiplikation mit 22400 erhalten wir das Aquivalent der ge. 
samten fixen Saéure in emm CO,. 

Die mit Gl. (20) errechneten Ergebnisse miissen mit denen der 
Gl. (7) tibereinstimmen. Sind nicht alle neu-entstandenen fixen Sauren 
so stark, daB sie aus Bicarbonat ein ihnen entsprechendes Aquivalent 
an Kohlensaure austreiben kénnen, so ist sowohl x, + x, der Gl. (20), 
wie auch x der Gl. (7) unrichtig. Es sind fixe Sauren mit p, > 5 auf- 
getreten, die eine Berechnung auch des undissoziierten Anteils de1 
fixen Saure notwendig machen. 


pe aeaeninly 


Fiir diesen vermutlich seltenen Fall hat man zur Verfiigung: 


, xundissoz. _,. a 
{H’}, == K, 5 + — Koo, dy + Jd = K 


t 


a+ (2, + 2X3) 
PO. b — (x, + 25) 
oder 
Gesamte fixe Saéure = v,. (Gl. (20)] 
(* —Kpo, , Xro, ee _ Keo, d Sp — pend] 
Ky ge b Kpo, dy (d, + Jd) ) 
(K, = Dissoziationskonstante der fixen Saure mit p, > 5). 


* Gl. (22) ist bislang nicht experimentell gepriift. 
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Die fixe Saure und ihre Dissoziationskonstante A, miissen in diesem 
‘alle also bekannt sein. 

Die Dimension der GréBen a, b, d und Ad der GI. (20) und (22) 
ist: Mol pro Liter. Deshalb wurden fiir Bicarbonat nicht wie friiher die 
Symbole By und AB gewahlt, die cmm Kohlensiaure bedeuteten. 

Die Gl. (20) und (22) enthalten an urspriinglich unbekannten und 
im Versuch zu messenden GréBen nur Apund Ad. A p wird unmittelbar 
abvelesen; Ad ist durch Ubersattigen mit Saiure zu bestimmen. 

Die Konstante f ist in den Gleichungen dieses Abschnittes von 
anderer Dimension als bei ihrer vorausgehenden Anwendung [siehe 
z. B. GI. (5)], weil das Bicarbonat in d = Mol/Liter anstatt in B — emm 
ausgedriickt ist. Wir ersetzen deshalb das Warburgsche f der Gl. (5) 
durch f’, das wir folgendermaBen definieren : 


-- ‘ 
P-| K 


[H'] = Koo, “p= Keo, 


d.v,-. 22.400) ; 





1 


22400 tr, 


= (24) 

Gl. (20) und (22) enthalten im Gegensatz zur GI. (7) die erste Dissozia- 
tionskonstante der Kohlensaure und die zweite Dissoziationskonstante der Phos- 
phorsiure. Zur Berechnung dieser Konstanten haben wir uns der Arbeiten von 
Bjerrum und Unmack! bzw. derer von Kauko? bedient. Wir erhielten mit 
den nach diesen Arbeiten berechneten Konstanten, unter Verwendung von 
m/45 baw. m/90 Phosphatlésungen und dem entsprechenden Gleichgewichts- 
hicarbonat, gute Resultate. Bei 37° C setzten wir in Abhangigkeit von der 


berechneten Jonenstaérke = y fiir Phosphorsiure p,., = 7,17 — 2.06 Ju 


2,06 x; fiir Kohlensaure Pr = 6,31 — 0,46 \u. Die wahrend des 


Versuchs entstehenden Sauren verandern die Ionenstairke zu wenig, um 
auf die Werte von Px nachweisbaren EinfluB zu haben. Das ist iibrigens 
auch die notwendige Voraussetzung fiir die Giiltigkeit der GI. (7). 

Gegen die Messungen und Ableitungen Bjerrums und Unmacks sind 
von Nims* Einwendungen erhoben worden, deren Stichhaltigkeit aber durch 
Ausfiihrungen Waldes' in Frage gestellt ist. Auch die Messungen von 
Me. Innes und Belcher® k6énnen unseres Erachtens die Berechnungen 
Kaukos zur Bestimmung von p,..¢, nicht erschiittern, da die p,. -Werte 

L ao bd < 
der amerikanischen Autoren mit anderen Angaben der Literatur nicht 


! K. Danske Videnskabernes Selskab, Math.-fys. Meddelelser 9, H. 1, 
1929. —- 2 Zeitschr. f. Elektrochem. 41, 721, 1935. ’ J. amer. chem. 
Soc. 55, 1150, 19338. —- 4 J. phys. chem. 39, 477, 1935. — ° J. amer. 
chem. Soc. 57, 1683, 1935. 
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vereinbar sind (vgl. z. B. Kauko'). Die praktische Brauchbarkeit der 1 
Bjerrum bzw. Kauko berechneten Konstanten ist also auch theoret 
gestiitzt. 

Zur Schatzung des Fehlers aus Ungenauigkeiten in der Berechn 


Keo, - P’ 


der Dissoziationskonstanten setzen wir: gq. Bezeichnen 


Kpo, 
den negativen Logarithmus von ¢ als p,, so darf der Fehler Ap, von p 
nicht gréBer als etwa 0,05 sein, um die Abweichung von rund 50emm zu 
bestimmender fixer Saure unter 10°, zu halten, wie hier nicht weiter aus. 
gefiihrt werden soll. 


B. Beschreibung der Methodik ; Modellversuche und ihre Auswertung. 
IT. Das Einleiten des Gasgemisches. 

Die in Abschnitt A entwickelten Gleichungen zur Berechnung der 

Kohlensaiure im Zweipuffersystem setzen die Bedingungen zu Versuchs- 

beginn als bekannt voraus. Es ist deshalb zu vermeiden, dah beim 


Kinleiten des Gasgemisches Anderungen des CQ,-Partialdruckes oder 


Anderungen der Salzkonzentrationen in der Versuchslésung eintreten, 
die 0,1 Vol.-° 


suchsanordnung wahlen, die der von Dixon und Keilin? beschriebenen 


iiberschreiten. Wir erreichen dies, indem wir eine Ver- 


0 


ahnlich ist. 


Abb. 1. 


Das Hauptrohr a der Apparatur (Abb. 1) wird in das Wasser des 
Thermostaten versenkt. Das Gasgemisch (N, + CO,) wird zunachst durch 
die dem Hauptrohr vorgeschaltete, mit einer L6sung vom osmotischen Druck 
der Versuchslésung gefiillte Waschflasche 6 geleitet, wobei der Hahn c 


' Ann. Acad. scient. Finnicae, 8.-A., 41, No.9; Suomen Kemistilehti B 
1935, No. 11 (beide in deutscher Sprache). —- ? Biochem. J. 27, 86, 1933. 
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ge hlossen ist. Das Hauptrohr a und die Zuleitungen d werden vorher mit 
Gasgemisch durchgespiilt. Die Zuleitungen miissen médglichst kurz 
sen und sollen méglichst wenig oberhalb des Wasserspiegels des Thermo- 
staten liegen. Das die Waschflasche 6 und das Hauptrohr a verbindende 
Schlauchstiick ist locker mit Watte verstopft, um das MitreiBen von Nebel- 
tropfen zu verhindern. Der Reihe nach werden die Zuleitungsrohre mit 
den durchbohrten und mit einem Einwegehahn versehenen Stopfen (Abb. 2 
der Manometertrége verbunden und auf diesem Wege das Gas eingeleitet, 
das durch den Haupthahn des Mano- 
meters austritt. Die Trége befinden 
sich also innerhalb des Thermostaten. 
Wahrend des Einleitens werden die 
oberen Glasteile des Manometers 


a 


dauernd mit dem warmen Luftstrom 

eines Foens bestrichen, wobei darauf 

zu achten ist, daB jeder Tropfen des 

sich bildenden Kondenswassers ver- 

dampft wird. Ist 3 Minuten dureh- 

geleitet, wird Hahn c¢ geéffnet und 

erst dann werden Stopfenhahne und 

Manometerhahn geschlossen. Auf diese 

Weise wird ein stérender Uberdruck Abb. 2. 

im Manometer vermieden. Nachdem 

zunachst Hahn ¢ wieder geschlossen ist, werden die iibrigen Manometer in 
gleicher Weise behandelt. Sind alle Manometer mit Gas gefiillt, wird erst 
Hahn ¢ wieder geéffnet, dann auch der Stopfenhahn, wahrend die Haupt- 
hahne der Manometer geschlossen bleiben. Das Gas strémt jetzt bei sehr 
leichtem Uberdruck aus dem iiber dem Hahn ¢ stehenden Glasrohr e, das 
oberhalb des Wasserspiegels des Thermostaten endet und in das gleichfalls 
locker Watte gestopft ist. Nach 10 Minuten ist Drueck- und Diffusions- 
ausgleich erreicht. Die Stopfenhihne werden wieder geschlossen. Wahrend 
der ganzen Zeit der Gasdurchleitung werden die Manometer durch die 
Schiittelapparatur des Thermostaten bewegt; die kleine Volumenanderung 
beim Einstellen auf den gewahlten Nullpunkt verursacht keinen Fehler, 
wie auch die Rechnung ergibt. Mit der angegebenen Technik ist der be- 
sonders auch von Kauko! betonten Forderung nach isothermer Behand- 
lung von Gas und Lésung in ausreichendem MaBe Rechnung getragen. 


II, Das Einbringen von Mikroorganismen. 


Werden lebende oder iiberlebende Objekte, deren Stoffwechsel zu 
messen ist, bereits wihrend der Zeit der Gaseinleitung in der ndhrstoff- 
haltigen Versuchslésung suspendiert, so werden die in unseren Glei- 
chungen als bekannt angesetzten Anfangsbedingungen zu Beginn der 
Ablesungen verandert sein. Wir benutzen deshalb Bakteriensuspen- 
sionen, die (in physiologischer Kochsalzlésung) in einem kleinen Glas- 
becher in die Manometer eingebracht und erst zu Versuchsbeginn in die 
nahrstoffhaltige Versuchslésung eingekippt werden. 


! Kauko u. Carlberg, Zeitschr. f. Elektrochem. 41, 721, 1935. 
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Der Glasbecher (Abb. 2) hat in seinem Boden eine Fiihrung, dure] 
die Schlinge eines Fadens gelegt wird. Das freie Ende des Fadens \ 
durch eine feine Bohrung in der zapfenf6rmigen Verlangerung des T, 
stopfens gezogen und hier durch einen Knoten gesichert. Zu Beginn 
Ablesungen wird durch Drehung des Trogstopfens der Faden um die zapten 
formige Verlingerung des Stopfens gewickelt und dabei der Becher im 
geworten. Als Faden benutzen wir paraffinierte Seidenfaden?!, die yor 
dem Paraffinieren durch tagelanges Wassern entsauert und im Manometer 
auf Saurefreiheit gepriift wurden. —- Beim Stoffwechselversuch wird in 
einem Kontrollmanometer eine Bakteriensuspension, die der im eigentlichen 
Versuch verwendeten gleich ist, in nahrstofffreve anstatt in nahrstoffhaltig 
Versuchslésung eingekippt, und die dabei auftretenden Druckanderungen 
abgelesen. Uber die Verrechnung dieser Druckanderungen und der damit 
verbundenen Konzentrationsanderungen siehe Abschnitt B, Teil VI. 


III, Eichung der Versuchslésung und der Gasmischung. 


" a ‘ . P 
Wir berechnen nach den bekannten Gleichungen [H’] = Keo, 


, prim. Phosph. 
4 
POs sek. Phosph. 
in den Hauptraum mehrerer Manometer unsere Phosphatlésung mit 


B 


angenahert den Wert von B und _ pipettieren 


Bicarbonatmengen, die etwas oberhalb und etwas unterhalb des er- 
rechneten Bicarbonatwertes liegen. 

Nach Sattigung mit dem N,—CO,-Gemisch von bekanntem CO.- 
Partialdruck wird die Versuchslésung mit Citronensaure tibersattigt 
und die ausgetriebene CO, berechnet. Entspricht das Aquivalent der 
ausgetriebenen CO,, in cmm Bicarbonat ausgedriickt, der eingewogenen 
Bicarbonatmenge, so diirfen nach den Ausfiihrungen 8. 335 die Anfangs- 
konzentrationen des primaren und sekundaren Phosphats, die Anfangs- 
konzentration des Bicarbonats und der CQ,-Partialdruck zu Versuchs- 
beginn als bekannt angesetzt werden. Hat die Bicarbonatmenge zu- 


genommen, so war die eingewogene Menge zu klein und nachreagierende 
CO, ist nach GI. (3) zu Bicarbonat geworden. Hat die Bicarbonatmenge 
abgenommen, so ist die umgekehrte Reaktion eingetreten, und die 


Bicarbonateinwaage mu erniedrigt werden. Die empirische Eichung 
ist notig, weil die Abhangigkeit der Bicarbonatkonzentration von den 
mit Unsicherheit belasteten Dezimalstellen der Dissoziationskonstanten 
der Kohlensiure und Phosphorsaiure, der Konzentration der Salze, der 
ungebundenen Kohlensiure und der [H’] zu groB ist, um rechnerisch 
direkt verwendbare Ergebnisse zu erméglichen. 

Ist die Gleichgewichtskonzentration an Bicarbonat festgestellt, so 
wird in einer Reihe die Zuverlassigkeit dieser Bestimmung gepriift, 
wobei weiterhin eine Standardlésung des zu_priifenden Phosphat- 
Bicarbonatgemisches verwendet wird. So wurde in einer Reihe von 


1 Wir verwenden chirurgische Nahseide Nr. 2. 
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Einzelbestimmungen mit einer Bicarbonatmenge entsprechend 
5emm CO, pro cen’ Lésung eine mittlere Abweichung von 0,8 emm 
0.08 Vol.-°,, gefunden. 

Mit dem gleichen Verfahren haben wir auch die Gasmischungen 

auf ihren CQ,-Partialdruck geeicht. Man sucht bei gleichbleibendem 
prim. Phosph. |. : : 
(Juotienten die Gleichgewichtskonzentration an Bi- 
sek. Phosph. 
carbonat und berechnet den CQ,-Partialdruck in mm Brodie nach 
Kpo, By (10000 —W) pr. Phosph. * 
Keo, Up. 2 sek, Phosph. 


(WW = Wasserdampfspannung bei der Versuchstemperatur in) mm 


Poo, 


(25) 


Brodie). 

Ubersteigt die Bicarbonatmenge die Fassungskraft des Manometers, so 
stellen wir nach der Austreibung nicht wie gewohnlich auf das Volumen der 
Nullablesung, sondern auf ein geeignetes gréBeres Volumen ein. So driicken 
wir beispielsweise nétigenfalls die Sperrfliissigkeit des rechten Manometer- 
schenkels nur bis 10,0, anstatt bis 15,0, und lesen am linken Manometer- 
schenkel h, ab. Nach Ablassen des Uberdrucks und VerschluB des Mano- 
meterhahns verschieben wir nunmehr rechts die Sperrfliissigkeit von 10,0 
bis 15,0 und lesen links h, ab. hy. Koy, + h,. Keg, ergibt den richtigen 
Wert, wenn /, mit der entsprechend dem gréBeren Volumen umgerechneten 
GeféBkonstante Aé,, multipliziert wird. 


IV. Berechnung der Retention bei alleinigem Aujtreten von fixer Scure im 


Modellversuch. 


Wir bestimmen die Retention nach Gl. (7), die stets die Gesamt- 
retention ergibt. 

Im Ansatz des Manometers sind 0,2 com Weinsaéurelésung entsprechend 
einem Aquivalent von 17,3 cem CO, angetrocknet. — vp lcem; prim. 
Phosph. : sek. Phosph. = a: b = 0,0057: 0,0165 i. Mol Liter’. Bicarb. B, 

230 mg-°,, = 608emm pro cem Lésung. —- py 786mm _ Brodie. 
keo, = 0,52. Nach UbergieBen der angetr. Weinsaéure mit der Versuchs- 
lisung: Ap = 23,9mm_ Brodie = 12,4cmm CO,. p, = 786 + 23,9 
= $10mm Brodie; B, = 608 — 12,4 = 596 cmm. 

p,. B, = 492480 b ae. p, By — By pm 

B, py = 468.456 Bi: Po = 1405 368 

24 024 + p, By 492 480 
1897 848 
b.v,. 0,013 = 0,00021 Millimol CO, pro cem = 4,7 cmm. 
BQO Oe ee wn es mee CG, 
MMR ka Ns ws OS ee CO 


goa. fixe BaGure . . .....« + Vi,bomm CQ, 


0.013 


b 
p, By + - By py 


* Berechnung der Diss.-Konst. siehe 8S. 341. — ! Der Phosphorgehalt 
der Stammlésungen wurde nach Lieb (Pregl, Die quant. Mikroanalyse, 
1935) bestimmt. 
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Auf die Bestimmung von B, durch Ubersittigung konnte verziclh ct 
werden, weil aus der Versuchsanordnung bekannt war, daB nur Aquivalent. 
kohlensiure auftreten wiirde. (Versuche mit experimenteller Bestimmung 
von 8, s. unter V.) 

Wir haben in dieser Weise in einer Reihe von 56 Einzelbestin- 
mungen in m 45 Phosphatlésung die Aquivalentwerte von Weinsiure 
in Héhe von rund 20,0, 40,0 und 55,0 emm CO, bei drei verschiedenen 
Reaktionen (py von 7,28, 7,01 und 6,50 bei 37,5°C) und zwei ver- 
schiedenen CO,-Partialdrucken (3,4 und 8,4°,) bestimmt. Der Absolut- 
wert des durchschnittlichen Fehlers betrug 1,43 emm CQ,. 

Die tabellarische Ordnung der Retentionswerte aus dieser Reihe 
zeigte, daB die Retention bei gleichbleibendem py mit wachsendem 
CO,-Druck, bei gleichbleibendem CO,-Druck mit wachsendem py steigt. 
Im ersten der beidern Faille steigt nimlich die Gleichgewichtskonzentra- 
tion des Bicarbonats bei gleichbleibender Konzentration des sekundaren 
Phosphats, im zweiten Falle steigt sie schneller als die des sekundiren 
Phosphats. In erster Naherung driicken wir diese Beziehung aus durch 
die Gleichung: _ 

retinierter Anteil der fixen Saure sek. Phosphat 
nicht retinierter Anteil der fixen Saure —_ Bicarbonat 
oder umgeformt 
retiniert sek. Phosphat 
retiniert + nicht retiniert — sek. Phosphat + Bicarbonat 
oder 
retiniert sek. Phosphat 


ves. fixe Séure sek. Phosphat + Bicarbonat 
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Abb, 3. 





Eine Durchrechnung der Versuche ergibt aber keine befriedigende 
Ubereinstimmung mit Gl. (26). Der Grund wird darin liegen, dab 
Gl. (26) die Verschiebung der Gleichgewichte durch Retention und 
Austreibung nicht beriicksichtigt: demnach miiBte sie um so genauer 
gelten, je kleiner die aufgetretenen Mengen an fixer Saéure sind. In der 
alle Verhaltnisse beriicksichtigenden Gleichung miissen daher auch die 
GréBen v, und v, auftreten, worauf von Warburg hingewiesen wird. 





wob 


x di 


dure 
ist. 

sau 
dure 
inne! 
0. 
7 
Sica 
0,2 ¢ 
Ring 
feine 
Pt-B 
aqui 
den | 
losur 


den 
getr¢ 
Vers 
Druc 
den 
yon 


tim. 
are 
Chen 
ver- 
ylut- 


‘eihe 
dem 
elvt, 
itra- 
aren 
aren 
urch 


nde 
dat} 
und 
er 
der 
die 
ird. 


Die manometrische Bestimmung von Garungskohlensiure usw. 347 


Da wir aber in der Reihe von 56 Einzelbestimmungen Manometer von 

anuahernd gleicher GefaBkonstante bei gleichem v, benutzten, laBt 

sick immerhin aus unseren Bestimmungen eine annahernd lineare 

Abhangigkeit entwickeln. Nach der Methode der kleinsten Quadrate 

errechneten wir als Gleichung der Geraden, die die beobachteten Er- 
vepnisse am besten wiedergibt. 

y 108,7 « — 13,4, (27) 

wobei y = ret. fixe Saure in Prozenten der gesamten fixen Séaure, 

sek. Phosphat 

bedeutet (s. Abb. 3). 


x das Verhaltnis = 
se sek. Phosphat + Bicarb. 


V. Gleichzeitige Bestimmung von CO, und fixer Sdure im Modell- 

versuch, 

Wir benutzen ein Manometer nach Dickens und Simer! dessen Trog 
durch einen Glaseinsatz in einen inneren und einen aéuferen Ring unterteilt 
ist. Jeder Ring steht mit je einem Ansatz in Verbindung, von dem aus 
Saure in die zugehérigen Ringe gekippt werden kann. Die Ansatze sind 
durch durechbohrte Stopfen mit einem Einwegehahn verschlossen. Der 
innere Ring enthalt Icem m/90 Phosphatlésung (primar: sekundar 

0,0078 : 0.0033 mol.) und die Gleichgewichtsmenge an Bicarbonat 

75,5emm, der aubere Ring eine Bicarbonat-NaCl-Lésung mit einer 
sicarbonatmenge entsprechend 96e¢mm CO,. Beide Ansitze enthalten 
0,2cem 10°, ige Citronensaiure. Der Stopfen, der zu dem Ansatz des inneren 
Ringes gehért, tragt wieder an einer zapfenférmigen Verlingerung eine 
feine Bohrung. Durch die Bohrung ist ein Seidenfaden gefiihrt, an dem ein 
Pt-Blech mit angetrockneter Weinsaiure, entsprechend einem Kohlensaure- 
iquivalent von 35emm, aufgehangt ist. Faden und Pt-Blech sind iiber 
den Glaseinsatz des Troges gelegt, das Pt-Blech haingt oberhalb der Versuchs- 
lisung im inneren Ring. — GefaBkonstante fiir CO, = 1,55. 

Nach Sattigung mit dem Gasgemisch (p, = 588 mm Brodie) wird in 
den auBeren Ring Citronenséure gekippt, und das Pt-Blech mit der an- 
getrockneten Weinsaure durch Drehen des entsprechenden Stopfens in die 
Versuchsl6sung des inneren Ringes hinabgelassen. Es tritt ein positiver 
Druck von 72,5mm Brodie auf. Sodann wird zur Bestimmung von B, in 
den inneren Ring Citronenséiure gekippt. Es tritt ein positiver Druck 
von 37,1 mm Brodie = 57,7 emm CQ, auf. 

Po = 588 p,. By 661. 75,5 $9 906 
+JIp 12,5 B,. po = 57,7.588 = 33 928 
p, = 661 15 978 


Dd 
‘ 


2 - By + po 0,43 - 33928 = 14588 JIB 
z p,- By 49 906 
64 494 
Pp, By — By po 15978 
64 494 


, 


b 
Pp; By + = B, po 


0,25.0,.6 = 0,000 83 Millimol CO, pro cem 18,5cmm Ges. Ret. 


1 Biochem. J. 25, 973, 1931. 
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Nach Abschnitt A, Teil IV, Gl. (12), neugeb. CO, = Ap. keo, - 
72,5.1,55 + (— 17,8) = 95emm (96); GI. (13) fixe Saure = Ges.-Rete nt, 
— 4B 18,5 — (-~ 17,8) = 36,3 emm (35). In diesem, wie in andern J}ei- 
spielen wurden Versuche nach Gl. (20) (Abschnitt A, Teil VI) berechnet. 
Die Ubereinstimmung war stets voll befriedigend. 

MuB, wie im vorliegenden Falle, B, experimentell bestimmt werden, 
so ist die Genauigkeit des Ergebnisses abhangig von Ungenauigkeiten jn 
dem als bekannt angesetzten B,. Unter Abschnitt B, Teil I, wurde darauf 
hingewiesen, daB fiir B, eine Genauigkeit von 0,1 Vol.-°,, gefordert werden 
muB und erreicht werden kann. -—— Fiir die fixe Saéure berechnet sich die 
Abhangigkeit von By nach 
b Pi Po B, .Ges. Phosphat 


[> Rt te | 
a e , 


(Ar Fehler in der auftr. fixen Saéure, 4B, = Fehler in B,). 


a 


dx oe 1 


Entsprechend Gl. (28) wird die Anforderung an die Genauigkeit von B, 
um so groBer, je stirker gepuffert und je saurer die Loésung ist, da mit 
steigender py der Nenner des zweiten Gliedes der Klammer schneller ste‘gt 
als der Zahler. 


VI. Bestimmung der Retention im Modellversuch bei Anwesenheit von 
Bakterien. 


Bei Anwesenheit von Bakterien ist mit der Méglichkeit zu rechnen, 
daB Fehler entstehen 1. durch Stoffwechselvorgange, 2. durch Adsorp- 
tion von Salzen der Versuchslésung. Ferner miissen die Druckanderungen 
berechnet werden, die auftreten, wenn die Bakteriensuspension in die 
Versuchslésung eingekippt wird. 

Eine Colikultur wird von dem Nahrboden einer Kolleschale mit NaC 
abgeschwemmt und mehrmals in NaCl gewaschen. Von der dichten NaCl- 
Suspension werden 0,2 cem in die 8. 344 beschriebenen Becher pipettiert, 
und die letzteren in den Hauptraum des Mandmetertroges eingesetzt, der 
die Versuchsl6sung enthalt. Im Ansatz des Manometertroges sind 0,2 cem 
Weinséure mit einem Aquivalent von 38emm CO, eingetrocknet. Nach 
Einstellung des Gleichgewichts wird der Einsatzbecher durch Drehung des 
Trogstopfens umgekippt. Es tritt ein negativer Druck von 2,2 mm Brodie 
auf, der einer Zunahme von 1,14 emm an gebundener Kohlensaure entspricht. 

py = 315* By, = 114* 
—2 +1 
313 mm 115 mm 


CO, gelést = 313.0,054.1200 = 20,3emm. v,, = 1,0* + 0,2 = 1,2 cem. 


a prim. Phosphat Koo, CO, gel. 10—6.09 20,3 0,889: 
sek, Phosphat Kpy, Bicarb. — 10-679 115 © — 
4 
demnach b/a = 1,13. 


Ferner: a + b = 0,022 (!/,; mol. Phosphatlésung), a/b = 0,882; demnach 
b = 0,012 Mol/Liter. 


* Wert vor Einkippen der Bakteriensuspension. 





Sau 
zuk 
fiir | 
keit 


losu 
Bak 
keit 
CO, 
PH 
Bice 
wur 
eing 
wie 
der 


Loh 


PM in 
Araut 
rden 


h die 


nen, 
orp- 
igen 
die 


NaC 
aCl- 
iert, 

der 
eem 
rach 

des 
odie 
cht. 


Die manometrische Bestimmung von Garungskohlensaéure usw. 349 


Es stehen nunmehr alle notwendigen Werte zur Rechnung zur Ver- 
fiung. — Wir lésen die Weinséure durch Uberspiilen mit der Bakterien- 
suspension, wobei ein positiver Druck von 24,8 mm Brodie = 15,1 emm CO, 
aultritt. Wir berechnen die Retention nach Gl. (7); sie betragt 24,5 emm CO,. 
Ausgetrieben sind 15,10cemm CO,, Retiniert sind 24,50 emm CO,, das 
Aquivalent der gesamten fixen Saure ist 39,6emm CO, (Kontrolle 38 emm). 

Nach Beendigung des Versuchs wurde die Bakteriensuspension durch 
Thiessen-Membranfilter filtriert und mit Magnesium-Citrat-Ammoniak- 
losung nach Mathison! gefallt. Die am nachsten Tage vorgenommene 
Phosphorbestimmung nach Fiske-Subarow? bzw. Lohmann-Jendrassik® 
ergab, mit v, = 1,2 multipliziert, den Ausgangswert von 0,022 Mol pro 
Liter’. 

Gelegentliche Kontrollen zeigten, daB die in der beschriebenen 
Weise behandelten Colisuspensionen in nahrstoffhaltiger Lésung 
kraftigen Stoffwechsel zeigten. Das Einbringen mehrfach gewaschener 
Bakterien in NaCl-Lésung, das notwendig ist, um die als bekannt 
vorausgesetzten physikalischen Anfangsbedingungen unverandert zu 
lassen, hat sich nicht als schadlich erwiesen. 


VII. Modellversuch zur Retentionsbestimmung in ndhrstoffhaltiger 
Kulturflissigkeit. 

Treten wahrend der Untersuchung von Stoffwechselvorgingen 
Siuren oder Basen auf, denen gleichfalls ein EinfluB auf die Retention 
zukommt, so haben unsere Gleichungen keine Giiltigkeit mehr. Um 
fiir Colibakterien in zuckerhaltiger Phosphat-Ringerlésung diese Méglich- 
keit zu untersuchen, wurde in folgender Weise verfahren: 

Eine dichte Coliaufschwemmung in zuckerhaltiger Phosphat-Ringer- 
lésung wurde fiir 1 bis 2 Stunden bei 37°C belassen. Dann wurden die 
Bakterien abzentrifugiert und abfiltriert. Die bakterienfreie Kulturfliissig- 
keit wurde durch mehrstiindiges Schiitteln im offenen GefaB bei 37°C von 
CO, befreit, mit Phosphatlésung von gewiinschtem py 1: 3 verdiinnt, ihr 
pu elektrometrisch gemessen, und die Gleichgewichtskonzentration an 
Bicarbonat fiir einen bestimmten CO,-Partialdruck berechnet. Darauf 
wurde, wie iiblich, die Bicarbonatkonzentration im Eichungsversuch genau 
eingestellt, und sodann im Modellversuch die gleiche Retentionsbestimmung 
wie in den vorausgehenden Abschnitten vorgenommen. Nach Beendigung 
der manometrischen Messung wurde der Phosphatgehalt wieder nach 
Lohmann-Jendrassik im Stufenphotometer festgestellt. 


Die Ergebnisse unterschieden sich nicht von denen der friiher 
geschilderten Modellversuche. — In dieser Weise kann jede Lésung 
bekannter Zusammensetzung, aber mit einem Gehalt an unbekannten 
Stoffwechselprodukten, gepriift werden, ob sie fiir Versuche mit unserer 
Methodik geeignet ist. 


1 Biochem. J. 4, 233, 1909. — 2? J. of biol. Chem. 66, 375, 1925. — 
’ Diese Zeitschr. 178, 419, 1926. — 4 Als Reduktionsmittel gebrauchten 
wir Rodinal-Agfa. —- Wurden die Bakterien nicht mehrfach gewaschen, so 
gaben sie einen Stoff ab, der mit Rodinal und Ammonmolybdat in saurer 
Lésung eine starke Blaufaiirbung gab. 
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Zur Frage der Konstitution 
der Adenosintriphosphorsiure'. IL’. 
Von 
H. K. Barrenscheen und Th. Jachimowiez. 
(Aus dem Institut fur medizinische Chemie der Universitat Wie: 
(Eingegangen am 4. Juli 1937.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Uber die Konstitution der Adenosintriphosphorsdure (ATP.) lieve 
bis heute drei verschiedene Formeln vor. Die erste, die von dem eine: 
von uns in Gemeinschaft mit Filz (1) ver6ffentlicht wurde, nimmt dic 
beiden labilen Phosphorsaurereste in Form einer /minopyrophos pho 
sdure, gebunden an die Aminogruppe des Adenins an. Gestititzt wurd 
diese Auffassung durch die Tatsache, daB ATP. von gereinigter Muske! 
desaminase nach Schmidt nicht desaminiert wird, sondern erst mac! 
Abspaltung der beiden labilen Phosphorsiurereste durch die Jaco 
sche Adenosintriphosphatase angegriffen wird, wobei das Verhaltni 
abgespaltene Phosphorsaiure : NH, .N genau 2:1 ist. Einen weitere 
Anhaltspunkt fiir diese Auffassung erblickten wir in der wesentlich 
geringeren Geschwindigkeit der Desaminierung von ATP. gegeniibe: 
Adenylsaure durch salpetrige Saure nach van Slyke. 

Nach der Formulierung von Satoh (2) ist der Rest der Pyrophos pho: 
sdure mit dem Hydroxyl der Ribose in Stellung 3 verestert. Begriincet 
wird diese Formulierung Satohs in erster Linie durch die bei Eu 
wirkung von gereinigter Phosphomonoesterase bzw. Pyrophosphata» 
erhaltenen Spaltprodukte. Pyrophosphatase liefert hier Adenosi 
diphosphorsdure, wahrend durch Phosphomonoesterase eine zwei leiclit 
abspaltbare Phosphorsiuregruppen enthaltende Diphosphorsaure © 
halten werden soll. 

SchlieBlich wurde von Lohmann (3) in erster Linie auf Grund des 
Laugeverbrauchs und der elektrometrischen Titrationskurve de: 
Adenosindiphosphorsiure vor und nach der Saurehydrolyse fiir dics 
sowie auch fiir die ATP. eine Forme! aufgestellt, nach der die Phos pho 
sdurereste hintereinander, pyrophosphatartig verkniipft, gebunden sei 
sollen, eine Formulierung, die auch in die Aufstellung der Konstitution 
des Warburgschen Co-Ferments der Atmung und der Cozymase yon 
Euler tibernommen wurde. 

Wenn wir neuerlich die Frage der Konstitution der ATP. aufwerfen 
so geschieht dies in erster Linie, weil uns einige experimentelle Befunie 


Otto v. Fiirth zum 70. Geburtstag. — * I. Mitteilung s. diese Zeitsclir. 
265, 141, 1933. 
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nicht mit der Lohmannschen Auffassung in Ubereinstimmung zu stehen 
scheinen. Wir méchten nochmals betonen, wie dies bereits wiederholt 
ceschehen ist, daB wir die seinerzeitige Formulierung der ATP. in 
unserem Sinne durchaus nicht fiir gegeben erachten. Immerhin schien 
uns aber doch diese Formulierung am ehesten noch die Funktion der 
ATP. als Phosphorsauredonator bzw. die der Adenylsaure als Phosphor- 
siureakzeptor zu erklaren. Ob sich iberhaupt die Konstitution der ATP. 
in dem einen oder anderen Sinne durch Synthese beweisen abt, soll 
dahingestellt bleiben. Diesbeziigliche Versuche, die wir unternommen 
haben, sind vorlaufig nur bis zur Synthese der Adenylsaiure gediehen. 
Es scheint uns aber, daB die Frage weit eher durch biologische als 


durch rein chemische Methoden geklart werden kann. 


Im nachstehenden soll zunachst neuerlich tiber Versuche berichtet 
werden, welche die Geschwindigkeit der Desaminierung von Adenylsiure 
und ATP. durch salpetrige Sdure zum Gegenstand haben. Weiter tiber 
Versuche, welche das Verhalten der ATP. gegeniiber Knochenphosphatase , 
in erster Linie also Phosphomonoesterase, zum Gegenstand haben. 


« 


1. Umsetzung von ATP. mit Eisessignitrit nach van Slyke. 


Nach unseren friiheren Untersuchungen (4) bleibt die Desami- 
nierungsgeschwindigkeit der ATP. wesentlich hinter der der Adenylsaure 
zuriick. Wir haben zu unseren seinerzeitigen Versuchen das Nitrit- 
Eisessiggemisch nach der Vorschrift von van Slyke verwendet (30 °,ige 
Lésung von Natriumnitrit). Da Lohmann (5) in seinen Versuchen mit 
der doppelten Konzentration an Nitrit arbeitete, haben wir uns mit 
Riicksicht auf briefliche Einwendungen Lohmanns entschlossen, unsere 
Versuche parallel sowohl mit der 30 °%%igen als auch mit der 60 %,igen 
Nitritldsung zu wiederholen. Die zum Versuch verwendete ATP. war 
durch Zerlegung mit der berechneten Menge Schwefelséiure aus einem 
iiber das Silbersalz dargestellten Bariumsalz erhalten worden, das ana- 
lvtisch einwandfreie Werte ergab. Die Adenylsiure war auf fermen- 
tativem Wege aus ATP. nach der mit Ling ausgearbeiteten Methodik (6) 
dargestellt worden. Vergleichsweise wurde auch die Desaminierung 
von Adenin und Adenosin (beides Praparate der ,, British Drug Houses‘ 
untersucht. Wie aus nachstehender Tabelle I ersichtlich ist, zeigt ATP. 
in Ubereinstimmung mit unseren friiheren Angaben gegeniiber Adeny]- 
siure bei der Behandlung mit 30° ,igem Nitrit ein wesentliches Zuriick- 
bleiben in der Desaminierung. Wenn auch unsere absoluten Werte etwas 
héher liegen als die in den friiheren Arbeiten mitgeteilten, so sind die 
Differenzen prinzipiell von der gleichen GréBenordnung. Bei Verwendung 
von 60°%igem Nitrit jedoch verschwinden in Bestatigung der Lohmann- 
schen Angaben diese Unterschiede. Wie dieses Verhalten der ATP. 
gegeniiber den verschiedenen Konzentrationen von salpetriger Saure 
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zu erklaren ist, dariiber 14Bt sich eine positive Aussage einstweilen nov); 
nicht machen. Die Tatsache einer wesentlich langsameren Desamij- 
nierung bei den gewohnlichen Bedingungen der van Slyke schen Methode 
bleibt jedenfalls bestehen. Bei der annahernd gleichen Geschwindigkcit, 
mit der Adenin und Adenosin desaminiert werden — Adenylsaure ist 
in den Anfangszeiten immer etwas voraus —, fallt dieses Zuriickbleiben 
der ATP. besonders auf und kann wohl kaum anders als durch Univ 
schiede in der Konstitution erklart werden. 


Tabelle I. 





ly) NHg-N nach Slyke abgespalten 





Adenin Adenosin Adenylsdure 


30 % Nitrit. 
41,4 39,4 50,6 
74,0 78,0 83,0 
86,0 | 90,0 93,0 


60~°, Nitrit. 
60,8 68,2 61,0 
90,3 88,0 85,0 
ie me 97,0 


2. Die Einwirkung von Knochenphosphatase auf ATP. 


Bereits in friiheren Untersuchungen mit Lang (6) konnte festgeste'lt 
werden, daB durch Knochenphosphatase nach Martland und Robison (7) 
ein Drittel des organisch gebundenen Phosphors als organisches Phos phat 
abgespalten wird. Wir haben diese Versuche nun neuerlich aufgenommen 
und uns zunachst einmal an Hand der H ydrolysenkurve nach Lohmann (>) 
tiber das Verhaltnis von leicht und schwer abspaltbarem Phosphor zu 
informieren gesucht. 


Die Knochenphosphatase wurde nach der Vorschrift von Martland 
und Robison (7) erhalten. Sie erwies sich praktisch als frei von anorgani- 
schem und organisch gebundenem Phosphor, bei der Priifung mit Glycero- 
phosphat erwies sich das Praiparat als hoch wirksam. ATP. wurde aus dem 
Silbersalz durch Umsetzung mit Kochsalzlésung in das Natriumsalz tiber- 
gefiihrt. Das Salz enthielt geringe Mengen anorganischen Phosphats (0,8 
des Gesamt-P), die jeweils in Abzug gebracht wurden. Veronalpuffer nach 
Michaelis (9), po = 9,4. Phosphorbestimmung nach Fiske-Subbarow. Hydro- 
lyse nach der Vorschrift von Lohmann (8), in n HCl in zugeschmolzenen 
Reagensglasern im siedenden Wasserbad. Die Versuchsansatze hatten 
durchschnittlich folgende Zusammensetzung: 

Rund 50 mg Silbersalz wurden mit 8 bis 10 cem 5°, iger NaCl-Lésung 
umgesetzt, zentrifugiert, der AgCl-Niederschlag mit wenigen cem de! 
gleichen NaCl-Lésung nachgewaschen, das Zentrifugat und die Wascl- 
fliissigkeit mit 10cem Puffer versetzt und auf 30ccm aufgefiillt. Vor- 
gewairmt auf 37°, dann Zusatz von rund 15mg Knochenphosphatase i 
Substanz, inkubiert bei 37°. 
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Nach 0, 30, 60, 90, 120 Minuten Unterbrechung der Fermentwirkung 
durch Entnahme von je 5cem Ansatz und EingieBen in 5 ccm eiskalte 
2» Salzsaure, Filtration. Vom Filtrat verwendet: 


2cem fiir anorganisches Phosphat, 
je 2cem fiir die Hydrolyse: 7, 15, 30, 60 Minuten, 
1 eem fiir Gesamtphosphat (Veraschung). 

Berechnung des leichthydrolysierbaren Phosphors nach Lohmann: 
leicht hydrolysierbarer P = (7-Minuten-Wert — anorganischer P) — (15- 
Minuten-Wert — 7-Minuten-Wert). 

Wir verzichten hier auf die Wiedergabe der einzelnen Versuche 
und geben statt dessen aus unserem Material nachstehende Abbildung. 

Wie man sieht, wird bei der 
Kinwirkung der Knochenphospha- iy is BB 270rg0n.P 
fase nach 2 Stunden — in an- (] heicht hydrotysierb P 
deren Versuchen bereits nach 28 [lj Gesamt-P 
0) Minuten — rund ein Drittel 
des Gesamtphosphors der ATP. als 
anorganisches Phosphat abgespal- 
ten. Dieser abgespaltene Phos- 
phor rihrt nun ausschlieflich 
von dem schwer hydrolysierbaren 
Teil des Phosphors her. Der a 
leicht hydrolysierbare Phosphor 
indert sich praktisch in diesem 50 60 
angefiihrten Beispiel tiberhaupt Abb. 1. 
nicht. Wir haben allerdings auch 
Versuche, in denen auch der leicht hydrolysierbare Phosphor eine gering- 
fiigige Abnahme erfahrt, die allerdings erst in den letzten 30 Minuten 
des Versuchs in Erscheinung tritt. Die Abnahmen betrugen in den 
diesbeziiglichen Versuchen zwischen 5 bis maximal 20°, des leicht 
hvdrolysierbaren Anteils. Eine Erklirung dafiir ware vielleicht, daB 
die Knochenphosphatase kein reines Fermentpraparat darstellt, sondern 
neben Phosphomonoesterase auch andere Phosphatasen, nach den 
Untersuchungen von Kay (10) u.a. auch Pyrophosphatase, enthalt. 
An dem prinzipiellen Ergebnis, daB fermentativ die eine schwer hydro- 
lysierbare Phosphorsdure isoliert von den beiden leicht hydrolysierbaren 
Phosphorsdureresten baw. mit wesentlich gréBerer Geschwindigkeit als 
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diese abgespalten wird, andern diese Versuche nichts. 

Diese Ergebnisse, die sich im wesentlichen mit den mittels anderer 
Fermentpraparate erhaltenen Befunden von Satoh decken, scheinen uns 
nun im Widerspruch mit der von Lohmann angegebenen Konstitution 
der ATP. zu stehen. Nimmt man die von Lohmann angegebene Formel 
als richtig an, dann miiBte nach Abspaltung eines Phosphorsaurerestes 


die auch physiologisch im Gewebe nachweisbare Adenosindiphosphor- 
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siure gebildet werden. Das Verhaltnis von abgespaltenem anorganische))) 
Phosphor zu leicht hydrolysierbarem Phosphor kénnte unter diese), 
Umstanden nur 1:1 sein. Tatsichlich finden wir aber ein Verhalt)is 
von 1:2! Wollte man dies nach der Lohmannschen Formulierung 
klaren, so miiBte man annehmen, daB simtliche drei Phosphorsaurerest 
abgespalten werden, einer davon als Orthophosphat, die beiden anderen 
als Pyrophosphat. Wir haben auch dieser Annahme Rechnung getragen 
und versucht, aus unseren Ansatzen anorganisches Pyrophosphat 71 
isolieren. Dies ist uns in keiner Weise gelungen, so daB wir annehmen 
miissen — und hier wiirden sich unsere Befunde mit denen von Satoh 
decken —, daB die beiden leicht hydrolysierbaren Phosphorsdurereste sich 
noch in organischer Bindung befinden —, in welcher Stellung, dariiber 
kénnen wir vorlaufig noch nichts aussagen. Nur die praparative Dar- 
stellung, die im Gange ist, kann dariiber entscheiden. Vorlaufig kénnen 
wir auf Grund orientierender Versuche nur soviel aussagen, daB sich aus 
solchen Ansatzen ein Bariumsalz einer Diphosphorsaure isolieren |ilst. 
deren beide Phosphorsaurereste leicht abspaltbar sind. Abgespaltener 
anorganischer Phosphor steht zu dem hydrolysierbaren Phosphor dieses 
Bariumsalzes fast genau im Verhaltnis 1: 2. 

Gegen die Annahme von Satoh, der Pyrophosphorsaurerest sei mit 
dem C-Atom 3 der Ribose esterartig verbunden, sprechen die Ergebniss: 
der Titration nach Boeseken (11), wie die folgenden Ergebnisse zeigen: 

I. 50,4 mg Silbersalz: Verbrauch an n/i00 NaOH: 1,695 ccm 

II. 50,7 ,, ve ‘ , n/100 NaOH: 1,680 ,, 

Wenn man auch den Wert der Boeseken-Titration bei Verbindungen 
vom Typus der Adenylsdure nicht allzu hoch veranschlagen darf, so 
sprechen doch obige Ergebnisse gegen die von Satoh vertretene An- 
schauung einer Veresterung der Pyrophosphorsiure mit einem der 
freien Hydroxyle der d-Ribose. Damit bleibt neuerdings die Frage 
nach dem Sitz der beiden leicht hydrolysierbaren Phosphorsiure 
reste offen. 


Bei dieser Gelegenheit méchten wir auch eine Annahme aus friiheren 
Arbeiten richtigstellen. Wir hatten seinerzeit (1) nach der Eisessig- 
Nitritbehandlung der ATP. neben Inosinséure noch unzersetzte ATP. 
isolieren kénnen, die im Gegensatz zu dem Ausgangsmaterial ein 4 Ag- 
Salz bildet!. Wir haben damals die Isomerie der beiden Salze derart 
zu erklaren versucht, daB wir angenommen haben, daB in dem 3 Ag-Salz 
der ATP. ein Hydroxyl der Phosphorséure mit einem Hydroxyl der 


1 Nach neueren Untersuchungen von Th. Wagner-Jauregg (Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 239, 188, 1936) soll es sich dabei um ein Gemisch von 
Inosindi- und -triphosphorséure handeln. Wir werden auf diese Angelegen- 
heit noch zuriickkommen. 
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tibose verestert sein soll, wahrend in dem 4 Ag-Salz dieses Hydroxyl 


‘ 
ler Ribose frei sein sollte. Diese Annahme laBt sich nach den Ergeb- 


nissen der Boeseken-Titration nicht aufrechterhalten, denn der Verbrauch 
inn /100 Lauge ist fiir Aquivalente Mengen beider Sauren praktisch gleich. 


Zusammenfassung. 


1. In Bestatigung friiherer Untersuchungen konnte neuerlich 
vezeigt werden, daB die Geschwindigkeit der Desaminierung der ATP. 
nach van Slyke bei Verwendung der iiblichen 30° igen Nitritlisung 
wesentlich hinter der fiir Adenylsdure gefundenen zuriickbleibt. Bei 
Verwendung einer 60° igen Nitritlosung nach Lohmann gleichen sich, 
in Bestatigung der Lohmannschen Angaben, diese Unterschiede aus; die 
Desaminierung beider Verbindungen erfolgt annahernd mit der gleichen 
Geschwindigkeit. 

2. Knochenphosphatase nach Martland und Robison spaltet bei 
Kinhaltung bestimmter Versuchsbedingungen rund ein WDrittel der 
Phosphorsdure der ATP. als anorganisches Phosphat ab. Die abgespaltene 
Phosphorsaure gehért so gut wie ausschlieBlich dem schwer hydrolysier- 
baren Anteil an, wahrend die beiden leicht hydrolysierbaren Phosphor- 
viurereste iiberhaupt nicht oder in wesentlich geringerem Ausmabe 
abgespalten werden. Dieser Befund ist mit der Lohmannschen Formu- 
lierung der ATP. unvereinbar. 
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Partialsynthese der Muskeladenylsiure '. 
Von 
Theodor Jachimowicz. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien. 


(Eingegangen am 4, Juli 1937.) 


Der iibergroBen Zahl von Arbeiten, die sich auf analytischem Weve 
bemiihten, die Struktur der einzelnen Nucleoside und Nucleotide auf. 
zukliren, steht eine relativ geringe Anzahl synthetischer Arbeiten 
gegeniiber. Sieht man von den Synthesen von Nucleosiden ab, die auf 
die Arbeiten von E. Fischer und B. Helferich (1) zuriickgehen, und die sich 
mit der Darstellung verschiedener Glucoside des Theophyllins, des 
Adenins, des Hypoxanthins, des Guanins usw. befassen, so ist der erste 
Versuch einer synthetischen Darstellung auf dem Gebiete der Nucleotide 
wieder das Verdienst FE. Fischers (2), der aus Theophyllinglucosid das ent- 
sprechende Nucleotid, die Theophyllinglucosidphosphorsaure, darstel|te, 
bis vor kurzem das einzige synthetische Nucleotid. Diesen Fischerschen 
Untersuchungen schlossen sich dann die Arbeiten von Levene und Mit- 
arbeitern (3) an, denen in einer klaren und durchsichtigen Reaktion die 
Partialsynthese der Inosinsiure, ausgehend vom Inosin, gelungen ist. 
Im folgenden soll kurz iiber die Partialsynthese der Muskelade nylsdur 
berichtet werden, die im Verfolg von Untersuchungen iiber die Kon- 
stitution der Adenosintriphosphorséure auf Veranlassung von Prof. 
Barrenscheen durchgefiihrt wurde. 

Als Ausgangsmaterial diente Adenosin (Praparat des ,, British Druy 
Houses*‘), fiir dessen Kohlenhydratrest durch die Untersuchungen von 
Levene (4) und durch die Arbeiten von H. Bredereck (5) die Furanose- 
striktur sichergestellt ist. Mit Riicksicht auf das geringe zur Verfiiguny 
stehende Material wurde im wesentlichen die von E. Fischer (2) an- 
gegebene Methodik dieser Synthese zugrunde gelegt. 

0,73 g Adenosin, das bei 78° im Vakuum iiber Phosphorpentoxy: 
getrocknet worden war, wurden in 22 cem frisch iiber Bariumoxyd dest! 
liertem Pyridin in der Hitze gelést, in einer Kaltemischung auf — 15° 
abgekiihlt und tropfenweise mit einer ebenso gekiihlten Mischung von 
0,14 eem Phosphoroxychlorid (entsprechend annahernd der molaren Menge), 
in 10eem Pyridin gelést, versetzt. Nach Beendigung des Zusatzes wurde 
noch eine Stunde in der Kaltemischung belassen, dann mit einer Mischuny 
von leem Pyridin und 1 cem Wasser versetzt, nach weiteren 15 Minuten 
mit 60 cem eisgekiihlten Wassers verdiinnt und zur Entfernung der Salz 
saure mit 1,5 g Silbersulfat geschiittelt. Das Filtrat vom Chlorsilber wurde 
durch Einleiten von Schwefelwasserstoff vom iiberschiissigen Silber befreit, 
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nach Filtration vom Silbersulfid der Schwefelwasserstoff durch einen Luft- 
-trom verdrangt und mit 5g fein gepulvertem Bariumhydroxyd versetzt. 
Noch dem Verdiinnen auf 100 cem wurde das Reaktionsgemisch auf dem 
Wasserbad bei 40° im Vakuum auf etwa die Halfte des Volumens eingeengt. 
Durch Einleiten von Kohlendioxyd bis zur Entfarbung des zugesetzten 
Phenolphthaleins wurde das iiberschiissige Bariumhydroxyd entfernt und 
das Filtrat vom Bariumcarbonat und -sulfat in 500 cem absoluten Alkohol 
gegossen. Der weiBbe amorphe Niederschlag wurde iiber Nacht im Eis- 
schrank absitzen gelassen, dann zentrifugiert und wiederholt mit Alkohol 
gewaschen. 

Ausbeute nach dem Trocknen: 150 mg Ba-Salz. 

Die Analyse des Bariumsalzes ergab folgende Werte: 

3a: 6,811 mg Substanz, 3,118 mg Bas O, entsprechend 26,94°, Ba. 

P: 6,810 mg Substanz, 15,728 mg Ammonium-Phcosphormolybdat ent- 
sprechend 3,79°, P. 

N: 5,098 mg Substanz, Verbrauch an n/50 Saure 2,11 cem, ent- 
sprechend 11,6°, N. 

Verhaltnis P:N = 1:6,8; P: Ba = 1: 1,6. 

Nach dem Ergebnis der Analyse mu8 die Substanz neben der gesuchten 
Adenylsaure noch Bariumearbonat und Adenosin enthalten. 

Ein zweiter Ansatz wurde in gleicher Weise mit 0,48 g Adenosin durch- 
gefiihrt, mit dem einzigen Unterschiede, daB ein UberschuB von Phosphor- 
oxychlorid verwendet wurde. Auch hier wurde das Bariumsalz in einer 
entsprechenden Ausbeute erhalten. 

Zur Darstellung der freien Saure wurden 130 mg des unreinen Barium- 
salzes in Wasser gelést, von unléslichem Bariumkarbonat filtriert, mit der 
berechneten Menge Schwefelséiure zerlegt und die freie Siure durch Zusatz 
von Aceton zu fallen versucht. Direkt konnte zunichst keine Kristalli- 
sation erhalten werden, vielmehr fiel die Saure durch einen betrachtlichen 
UberschuB von Aceton amorph aus und bildete beim Auflésen in wenig 
Wasser und langsamen Eindunsten im Vakuum iiber Chlorcalcium eine 
glasige amorphe Masse, die beim Verreiben mit absolutem Alkohol sandig 
amorph wurde. Ein analoges Verhalten zeigt tibrigens auch vielfach natiir- 
liche Muskeladenylséure, wenn sie nicht ganz frei von anorganischer Phos- 
phorsiure bzw. Schwefelséure erhalten wird. Versuche im kleinen ergaben, 
da das synthetische Produkt in gleichen Nadeln kristallisiert erhalten 
werden kann, wie natiirliche Adenylsaure. 

Da in der aus dem Bariumsalz isolierten Saéure noch anorganische 
Phosphorséure nachweisbar war, wurde eine neuerliche Umfallung iiber das 
Bariumsalz durchgefiihrt und dieses von neuem in die freie Saure iibergefiihrt, 
die in ihrer Hauptmenge wieder nur amorph erhalten werden konnte, aber 
im Kleinversuch durch wiederholtes Lésen in Wasser und Eindunsten- 
lassen einwandfreie Kristalle lieferte. Mit Riicksicht auf die geringen 
Ausbeuten wurde auf die Durchfiihrung einer Elementaranalyse verzichtet 
und die Identifizierung mit der natiirlichen Muskeladenylsiure, die aus 
Adenosintriphosphorséure durch fermentative Umsetzung mit Adenosin- 
triphosphatase nach Jacobsen (6) erhalten wurde, auf folgenden Wegen 
durchgefiihrt. 


1. Schmelzpunktsbestimmung. 


Die Schmelzpunktsbestimmung wurde mit dem Mikroschmelz- 
punktapparat nach Kojler durchgefiihrt. Nach den mikroskopischen 
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Beobachtungen nach dieser einwandfreien Methode handelt es sich 
der Adenylsaure nicht um einen Schmelzpunkt im eigentlichen Sin 
vielmehr laBt sich mikroskopisch nur Braunfarbung und _schliet}! 
vollige Zersetzung der Kristalle nachweisen, so daB man richtiger you 
einem Zersetzungspunkt als von einem Schmelzpunkt der Adenylsiure 
sprechen sollte. 

Zur Bestimmung des Zersetzungspunktes wurde neben der fermen. 
tativ erhaltenen Adenylsaure auch ein noch von Prof. Embden stamme: 
des Praparat von Muskeladenylsdure herangezogen. 

Embden-Adenylsaure : Beginn der Braunfarbung: 195,5°, 
Ende der Zersetzung: 198°, 
Synthetische Adenylséure: Beginn der Braunfarbung: 192°, 
Ende der Zersetzung: 196°. 
Adenylséure aus ATP.: Beginn der Braunfarbung: 191°, 
Ende der Zersetzung: 196°. 


2. Titration nach Boéseken. 


Nach Alimek und Parnas (7) ergibt Muskeladenylsdure bei cei 
Titration nach Boéseken nach Boratzusatz ein deutliches Auftreten 
saurer Valenzen, waihrend Hefeadenylsdure diese durch benachbarte 
Hydroxylgruppen bedingte Zunahme der Aziditat vermissen laBt. Die 
synthetische Adenylsdure verhalt sieh nun, wie nachstehender Versuch 
zeigt, analog der natiirlichen Muskeladenylsdure. 

I. Muskeladenylsaure, Einwaage: 6,560 mg. Verbrauchan n; 100 NaOH 

nach Boratzusatz: 0,38 cem. 

II. Synthetische Adenylséure, Einwaage: 5,900 mg. Verbrauch 

n/100 NaOH nach Boratzusatz: 0,30 cem. 


. 


3. Versuch mit Desaminase nach Schmidt. 


Nach den Untersuchungen von Schmidt aus dem Embdenschen 
Institut (8) wird Muskeladenylséure durch eine Desaminaselésung aii 
Muskel glatt desaminiert, wihrend Hefeadenylsaure durch den Schmu// 
schen Extrakt nicht angegriffen wird. Wie nachstehender Versuch 
zeigt, wird unsere synthetische Adenylsiure durch Muskeldesaminase 
sogar um ein geringes rascher gespalten als natiirliche Muskeladeny'- 
saure. 

Versuch 1: 6,427 mg Muskeladenylsiure in 2ccm Wasser gel0st, 
Versuch 2: 6,421 mg synthetische Adenylséure in 2 ccm Wasser gelést, 
dazu je 1 cem Desaminaselésung, Extrakt B nach Schmidt, je 3 eem Acetat- 
essigsdurepuffer, py = 5,77, Dauer des Versuchs: 1 Stunde, Temperatur 37", 
NH,-Bestimmung nach Parnas; NH,-Abspaltung: Versuch 1: 0,029 mg, 
entsprechend 11,2°, des abspaltbaren NH,-N; Versuch 2: 0,048 mg \N. 
entsprechend 18,6°,, des abspaltbaren NH,-N. 
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Die relativ geringfiigige Spaltung ist darauf zuriickzufiihren, dab 


die verwendete Desaminaselésung bereits einige Tage im Eisschrank 
wufbewahrt worden war und viel von ihrer urspriinglichen Wirksamkeit 
verloren hatte. 
Damit scheint auch durch diesen Versuch die /dentitdt der syntheti- 
cn mit der natirlichen Muskeladenylsdure bewiesen. 


Zusammenfassung. 


Nach dem Vorgang von £. Fischer wird die Partialsynthese der 
Muskeladenylsiure aus Adenosin beschrieben. Die /dentitdét des syntheti- 
schen Produktes mit der natiirlichen Muskeladenylsaure wird durch den 
Zersetzungspunkt, durch das Ergebnis der Titration nach Boeseken und 
durch die Desaminierbarkeit mit Muskeldesaminase nach Schmidt bewiesen. 
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Reduktionsvermégen und Schwefelkérper in Exsudaten’. 
Von 
Kurt Apprich und Fritz F, Urban. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien. 


(Eingegangen am 7. Juli 1937.) 


Durch ein von H. K. Barrenscheen? und Mitarbeitern ausgearbeitetes 
Verfahren, das auf der Entstehung von Berlinerblau bei Einwirkung 
reduzierender Substanzen auf Ferrichlorid-Ferricyanid (Selmis Reagens 
beruht, ist es méglich, gewisse Gruppen, die ihre reduzierende Wirkuny 
bei saurer Reaktion entfalten, quantitativ zu bestimmen. Auf diesem 
Verfahren fuBend, wurde von genannten Autoren das Reduktions. 
vermégen normaler und pathologischer Harne untersucht. Von den in 
Frage kommenden reduzierenden Gruppen kann eigentlich nur dic 
Sulfhydrylgruppe, die sich durch Aufhebbarkeit ihrer Wirkungs 
kraft durch Formaldehyd auszeichnet, naher erfaBt werden, wahrend 
iiber die Art der tibrigen nur Vermutungen bestehen; es soll sich hierbei, 
wenigstens zum GroBteil, um Verbindungen polyphenolartigen Charak- 
ters handeln. Uber die Fahigkeit der Berlinerblaubildung von andere 
biologischem Material in eiweiSfreien Filtraten normaler und patholo- 
gischer Sera finden sich Angaben von Barrenscheen®: *; Mason® verwendet 
dieses Reduktionsverfahren zur Bestimmung des Glutathions in Vollblut 
und Gewebe. 

Im folgenden soll nun tiber Untersuchungen an einer Reihe eiwei!- 
freier Filtrate von Trans- und Exsudaten berichtet werden. Bei den ganz 
verschiedenen Krankheitsprozessen, die zur, Exsudatbildung fiihren, 
konnten hier vielleicht charakteristische Unterschiede festgestellt werden 
Neben dem Reduktionsvermégen, insbesondere seinem durch Formo! 
unterdriickbaren Anteil, war fiir unsere Untersuchungen das Verhalten 
des NichteiweiBschwefels von Interesse, ist doch ein Teil desselben, der 
Sulfhydrylschwefel, mit der Berlinerblaumethode erfaBbar. An Hand 
der so gewonnenen Zahlen sollten die Zusammenhange zwischen Gesamt- 
reduktion und dem durch Formaldehyd unterdriickbaren Anteil einer- 
seits und dem Schwefelgehalt andererseits gepriift und die Méglichkeit 


einer Abhaingigkeit vom pathologischen Geschehen der Exsudatbildung 
erértert werden. SchlieBlich soll der Versuch unternommen werden, 
durch Vergleich mit den in der Literatur bekannt gewordenen Schwefe!- 


1 Otto v. Firth zum 70. Geburtstag. — ? Barrenscheen u. Dell’ Aqui 
diese Zeitschr. 219, 297, 1930. — * Barrenscheen u. Popper, Wien. klin 
Wochenschr. 42, 704, 1929. — 4 Barrenscheen u. Dell’ Aqua, Wien. mei. 
Wochenschr. 1980, Nr. 3. — °® Mason, J. of biol. Chem. 86, 623, 1930. 
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werten des. Serums einen SchluB auf die Herkunft der Schwefelkérper 
des Exsudats zu ziehen!, 


Unsere Bestimmungen stellten wir in eiweiffreien Filtraten an. 
Von den verschiedenen beniitzten Methoden erwies sich die Entei- 
weiBung du:ch Hitzekoagulation als die zweckmiaBigste. 


200 cem der durch Zentrifugieren zellfrei gemachten Punktionsfliissig- 
keit wurden mit Wasser auf das Drei- bis Fiinffache verdiinnt, mit 20 cem 
Acetatessigsiurepuffer (118 g Na-Acetat und 56,5 ccm Eisessig im Liter) 
versetzt und durch Kochen das Eiwei8 koaguliert. Nach Filtrieren wurde 
der Niederschlag sorgsam ausgewaschen und auf dem Wasserbad Filtrat 
und Waschwasser auf das Ausgangsvolumen eingeengt. Kontrollansatze 
zeigten, daB dieses Verfahren dieselben Ergebnisse lieferte wie schonendstes 
Einengen im Vakuum bei 40°. 

In diesen solcherart gewonnenen leicht gelblichen, eiweiBfreien Lésungen 
wurde zunachst die Bestimmung des Reduktionsvermégens nach der von 
Barrenscheen und Dell’Aqua (l.c.) angegebenen Vorschrift durchgefiihrt : 

10 cem des Filtrats wurden mit 1 cem einer filtrierten 5°,igen Lésung 
von Gummi arabicum und 0,5 ccm einer frisch bereiteten Mischung gleicher 
Teile m/10 K,|Fe(CN),]| und m/10 FeCl, versetzt und hierauf mit 2 cem 
konzentrierter Salzsaure angesduert, wodurch etwa aufgetretene Triibungen 
restlos verschwinden. Je nach Intensitaét der entstandenen Blaufairbung 
wurde auf 15 bis 25cem aufgefiillt und sofort kolorimetriert. Zur Be- 
stimmung des formolunterdriickbaren Anteiles wurde der Probe 1 cem 
40°, iger Formaldehyd zugefiigt und dann genau wie oben angegeben 
weiterbehandelt. Zum Vergleich wurde die schwachere der bei Barrenscheen 
angegebenen Standardverdiinnungen (1,72 mg Berlinerblau in 100 cem) 
verwendet. Zur Kompensation der infolge des nétigen Reagensiiberschusses 
in der Probe auftretenden Griinstichigkeit wurden auch der Standard- 
lésung entsprechende Mengen Ferriferricyanid sowie Gummi arabicum und 
konzentrierte Salzsaure zugesetzt. Kontrollversuche an Lésungen von 
reinstem Cysteinchlorhydrat Kahlbaum zeigten, da dies die Genauigkeit 
der Methode in keiner Weise beeintrachtigt. Die Anwendbarkeit des Ver- 
fahrens auf unser Material belegten wir durch Auswertung von Cystein- 
zusitzen; so konnten z. B. von 0,661 mg 8, der in Form von Cysteinchlor- 
hydrat einem Exsudat zugefiigt wurde (wir hielten uns bei den Zusatz- 
versuchen tunlichst an die GréBenordnung des Sulfhydrylschwefels in 
unseren Punktionsfliissigkeiten) im Filtrat 0,610 mg = 92°, wieder ge- 
funden werden. 

Die weitere Untersuchung erstreckte sich auf Gesamtschwefel? nach 
A. Friedrich und E. Bauer*, auf anorganischen Schwefel, der gravimetrisch 
durch Fallung aus 50 ccm Filtrat mit 2'/,cem 10°,iger BaCl,-Lésung bei 


1 Fiir die Uberlassung des Materials sind wir der I. med. Univ. Klinik 
(Ass. Dr. Kaunitz, Ass. Dr. Roller, Dr. Barta, Dr. Leiner, Dr. Méschl und 
Dr. Scheppach), der II. med. Univ. Klinik (Dr. Brings, Dr. Bodard und 
Dr. Hochstddt) und der I. med. Abt. (Ass. Dr. Krauter) zu groBem Dank 
verpflichtet. — * Unter ,,Gesamtschwefel*: ist immer der gesamte Nicht- 
eiweiBschwefel gemeint. — * Friedrich u. Bauer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
228, 61, 1934. 
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salzsaurer Reaktion bestimmt wurde, sowie auf Gesamtcystin! ((\ 
Cystein) in der von Tompsett ? angegebenen Modifikation der Met}: 
von Folin und Marenzi*. 
Erganzt wurden diese Werte durch Bestimmung des Rest-N_ in 
Filtraten sowie des Gesamt-N und des. spezifischen Gewichtes in 


Exsudaten. 


In Tabelle [ sind zunachst die Ergebnisse des Reduktionsverfalir:. 
zusammengefabt. Wie Barrenscheen geben wir die Werte in mg Berliii-1 
blau pro 100 cem Exsudat an. Der durch Formol unterdriickbare ‘| ‘| 
ist auf SH-Gruppen bezogen und in Schwefel umgerechnet. Die «re 
ersten Falle entsprechen Ascitesfliissigkeiten, die folgenden sind Pleirs 


ergusse. 


Tabelle I. 





Reduktionuswert in mg-° 9 
Berlinerblau 
Spez. |. - 
Gew. ’ 
a) direkt Radha 
bestimmt i : 
zusatz 


¢) unter- 
driickbar 


Leberlues 1011 3,61 2,65 0,96 =: 
Leukamie 1018 2,54 2,38 0,16 = 
(hamorrhagisch) 
Netzmetastasen eines 1017 5,21 3,18 2,03 = 
Ovarialtumors 
Dasselbe, 1018 | 3,49 2,8: 0,64 = 
Wiederholung der 
Punktion 
nach 6 Wochen 
Hamatothorax, 1019 ‘ 0,94 
Leukamie 
Pleuritis tbe. 1020 1,04 = 23 % 
Grippeempyem 1023 0,98 32% 
Postpneumon. 1016 247 1,06 = 30% 
Empyvem 
Carcinosis pleurae 1017 5,5é 3.77 1,78 32% 
29 0, 


Bronchuscarcinom 1020 2,8! 2.05 O84 


Mittel: 3,8: 2.80 1.05 97 % 


Tabelle II gibt eine Ubersicht iiber die einzelnen untersuchten 
Schwefelfraktionen. Die erste Horizontalreihe enthalt bei jedem ['al! 
den Wert in mg-°,, S. In der zweiten Reihe (kursiv gedruckt) ist der 
Anteil der einzelnen Gruppen am Gesamtschwefel in Prozent desselben 

1 Versuche, den gesamten SS-Schwefel in SH zu iiberfiithren und dann 
mittels Berlinerblau zu bestimmen, gaben auch bei Anwendung der von 
Schelling (J. of biol. Chem. 96, 17, 1932) verwendeten Reduktionsmitie 
keine verwertbaren Resultate, wie Zusatzversuche mit Cystin zeigten. 

2 Tompsett, Biochem. J. 25, 2014, 1931. — * Folin u. Marenzi, J. of bi 
Chem. 88, 103, 1929. 
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Dieser Tabelle sind auch die jeweiligen Stickstoffwerte 





Fall 


Leberlues 


Leukamie 


Spez. 
Gew. 


1011 


1018 


Gesamt- Anorg. 


5 


Ss 


1,31 
47,8 
2,01 * 


41,5 


Cystin 
+ Cystein-S 


Sulf- Gesamt- 


hydryl-S 


0,11 
4,1 
0,02 
0,4 


(hamorrhagisch) 
1017 0,94 * 


23,7 


Netzmetastasen 
eines Ovarialtumors 


1018 


1,30 
on 
Doe 


Dasselbe, 
Wiederholung der 
Punktion 
nach 6 Wochen 


666,4 


Hamatothorax, 1019 3.25 =—0,86 


Leukamie 


Pleuritis tbe. 
Grippeempyem 


Postpneumon. 
Empyem 


Carcinosis pleurae 


1020 


1023 


1016 


1017 


Mittel: 


100 
2,87 
100 
5,82 
100 
3,40 
100 
3,78 
100 
3,78 


26,5 
0,33 * 
11,5 
1,16 
19,9 
1,06 
31,2 
1,08 * 
28,7 


1,14 


38,4 
1034.0 55.0 
711,2 


130.6 


794,5 , 39.5 


100 30 


* Diese Werte wurden nur rechnerisch aus der Differenz Cystin- zu Gesamt-S ermittelt. 


Nunmehr soll auf die Ergebnisse unserer Untersuchungen im ein- 
zelnen eingegangen werden. Die Werte des Reduktionsvermégens, 
in mg-°% Berlinerblau ausgedriickt, stehen, bei einem Mittelwert von 
3.85 mg-°%, mit den von Barrenscheen und Mitarbeitern beim Serum 
gemachten Feststellungen im Einklang. Der durch Formol unterdriick- 
bare Teil betrigt im Durchschnitt 27 °,: dabei gruppieren sich die an- 
vefiihrten Pleuraergiisse ziemlich eng um diesen Mittelwert, wahrend 
die Ascitesfliissigkeiten Schwankungen von 7 bis 40°, aufweisen: bei 
Wiederholung der Punktion am selben Patienten (Fall 3 bzw. 3a) nach 
Ablauf von 6 Wochen ist ein auffallendes Absinken der Gesamt- und 
Teilreduktion festzustellen. 

Neben dieser aus der Berlinerblaureaktion ableitbaren Komponente 
des Neutralschwefels ist eine zweite, weit héhere Werte ausmachende 
mit Hilfe der Folin-Tompsettschen Methode erfaBbar. Diese SH- und 
SS-Gruppen in gleicher Weise anzeigende Methode enthalt in ihren 
Resultaten natiirlich gleichzeitig den durch die Berlinerblaumethode 
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erfaBten Schwefel. Im Mittel wiirde sich die so bestimmte Schwetfel. 
komponente mit 5°, auf die Sulfhydry!- und mit 95°, auf die Disulfid. 
form verteilen und in insgesamt durchschnittlich 63°, des Gesamt. 
schwefels darstellen. Wird der anorganische Schwefel mit seinem Mitte|. 
wert von 30°, in Rechnung gezogen, so bleibt fiir Schwefelkérper, dic 
unsere Methoden im einzelnen nicht erfaBten, ein geringer Rest von 7 
des Gesamtschwefels. Nur bei Fall 6, einem Grippeempyem, ist dieser 
Rest bei annaihernd durchschnittlichem Wert des anorganischen wd 
Gesamtcystinschwefels enorm hoch und legt den Gedanken nahe, ob 
nicht dieser eitrige, verjauchende ErguB infolge autolytischer und Faulnis- 
vorgiinge mit vom EiweiB befreitem Schwefel besonders angereichert 
ist. Ubersichtshalber haben wir in den Fallen, wo der anorganische 
Schwefel nicht bestimmt wurde, diesen auf rechnerischem Wege er- 
mittelt. Es fallt dabei auf, da der bei Fall 2 sich solcherart ergebende 
Wert besonders hoch, umgekehrt bei Fall 5 besonders niedrig_ ist, 
wahrend im tbrigen der anorganische Schwefel wenig vom Mittelwert 
abweicht. — Bei Fall 1 und 7 iibersteigt die Summe SH + SS-Schwefe! 
etwas den Wert des Neutralschwefels. Die Erklirung hierfiir diirfte 
wohl in der Methodik zu suchen sein; méglicherweise sind schwefelfreie 
K6rper, wie sie auch an dem durch Formol nicht zu unterdriickenden 
Anteil des Reduktionsvermégens beteiligt sind, geeignet, héhere Cystin- 
werte vorzutauschen. Die Angabe von J'ompsett, daB Harnsaure als 
Stérfaktor nicht in Betracht kommt, konnten wir durch eigene Versuch 
bestatigen. Von anderen in Frage kommenden reduzierenden Kérpern 
sei nur kurz auf die Ascorbinsiure hingewiesen. Ist nun die durch 
Vitamin C, das in quantitativ erfabbarer Menge im Serum nachgewiesen 
wurde!, bedingte Korrektur fiir Gesamtcystin gering, so wird die in 
Tabelle I angegebene Relation kaum beeinfluBt. MiBte aber ein gro- 
Berer Teil in Abzug gebracht werden, so bliebe dann ein Defizit, das die 
Anwesenheit anderer Schwefelverbindungen fordern wiirde. 

In einer von Loeper? stammenden Arbeit wird der Versuch unter- 
nommen, die Schwefelwerte des Exsudats (es wurde Gesamt- und Sulfat-s 
bestimmt) zum Krankheitsfall in Beziehung zu bringen. Sieht man 
davon ab, daB die absoluten Werte Loepers unsere Ergebnisse oft um das 
Drei- bis Vierfache iibersteigen, eine Tatsache, die auch fiir die Serun- 
werte dieses Autors in Vergleich zu anderen Literaturangaben gilt ®. 
so ergeben sich doch gewisse Ahnlichkeiten mit unseren Befunden: 
der auffallend niedrige Wert bei einer tuberkulésen Pleuritis (5), der 
starke Anstieg des Gesamtschwefels beim Empyem (6), dem allerdinys 
ein Wert von durchschnittlicher Hohe in Fall 7, einem postpneumoni- 
schen Empyem, gegeniibersteht, das aber bei weitem nicht so zellreich 


} Literatur hierzu bei Stephans u. Hawley, J. of biol. Chem. 115, 653, 
1936. — ? Loeper, C. r. soc. biol. 98, 1350, 1925. — % Vgl. auch Oppen- 


heimers Handb., Ergainzungsband 2, 8. 49, 1934. 
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war wie Fall 6: schlieBlich der niedrige Ausfall im Transsudat (1). Ob 
dieses Ubereinstimmen ein zufilliges ist oder ob ihm doch gewisse 
GesetzmaBigkeiten zugrundeliegen, wollen wir an Hand der bisher 
untersuchten Falle nicht entscheiden, um so mehr als die Zahlen Loepers 
doch ungewohnlich hoch sind und in seiner Arbeit ein ganz anderes 
Verhaltnis des anorganischen zum Gesamtschwefel erscheint. Nicht 
bestatigen konnten wir hingegen die Angabe, daB hamorrhagische Ergiisse 
nicht héhere Werte aufweisen als serése: Fall 4 liegt wohl unter dem 
Durchschnitt, doch zeigt der, allerdings einem Punktat der Bauchhohle 
angehérende Wert in Fall 2 (Leukamie) eine betrachtliche Steigerung. 

Mit diesen Schwefelwerten gehen die in Tabelle I zusammen- 
vefaBten Reduktionswerte in keiner Weise parallel. Hingegen ist das 
Verhalten der Faille 3 und 8 duBerst bemerkenswert: das Gesamt- 
reduktionsvermégen dieser beiden Carcinomfille ist das héchste unter 
allen angefiihrten Exsudaten und der Schwefelgehalt, der sich aus dem 
unterdriickbaren Anteil berechnen laBt, erreicht fast das Doppelte des 
Mittelwertes. In diesem Zusammenhang sei darauf hingewiesen, dal 
auch Barrenscheen beim Carcinom iiber ein in diesem AusmaBe bei 
keiner anderen Erkrankung beobachtetes Ansteigen des Reduktions- 
vermégens des Harns berichtet. RegelmaBig ist dieses Verhalten aber 
nicht, da bei Fall 9, einem Bronchuscarcinom, sich ein ausgesprochen 
niedriger Wert ergibt. Der Gesamtschwefel liegt bei allen Carcinom- 
fallen knapp am Durchschnitt. Vollkommen unaufgeklart muB das 
Absinken der Reduktionswerte und des Cystinschwefels bei Fall 3a 
vgegentiber 3 bleiben, es sei denn, daB in der Dauer des Bestehens des 
Exsudats eine Ursache hierfiir zu suchen ware. Zwischen Rest- bzw. 
Gesamtstickstoff, den Schwefelfraktionen und dem Reduktionsvermégen 
ergeben sich, wie aus den Tabellen ersichtlich, keine gesetzmabigen 
Zusammenhange. 

Bisher wurde nur versucht, die vorliegenden Ergebnisse und Zahlen 
einerseits zueinander in Beziehung zu bringen und andererseits in 
diagnostischem Sinne auszulegen. Uber die chemische Beschaffenheit 
der jeweils mit einer Methode erfaBten Kérper und iiber Art und Bindung 
des an Hand der Formolunterdriickbarkeit erfaBbaren, in reduzierter 
(SH)-Form vorliegenden organischen Schwefels kann nichts ausgesagt 
werden. Eine Unterscheidung zwischen reduziertem Glutathion, 
freiem Cystein und eventuellen anderen Formen von SH-Gruppen 
(Thionein) 1aBt sich ja mittels unserer Technik nicht durchfiihren. Die 
meisten Autoren, die sich mit dem Neutralschwefel im Blute befassen, 
beschranken ihre Untersuchungen auf das Glutathion und Thionein 
und betonen deren ausschlieBliches Vorkommen in den roten Blut- 
kérperchen. Nur Gabbe! glaubt mit Hilfe einer empfindlichen Modi- 


! Gabbe, Klin. Wochenschr. 13, 1349, 1934. 
Biochemische Zeitschrift Band 292. 
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fikation der Nitroprussidnatriumreaktion von Fleming! die Anwesen) cit 
von Glutathion auch im Serum sichergestellt zu haben. Dieses wire fijy 
die durch Formol zu unterdriickende Komponente des Redukti«js. 
vermégens wohl in erster Linie heranzuziehen und kénnte, wenn der \ oy) 
Gabbe im Serum gefundene Wert von 2 bis 5 mg-°% tatsachlich vollkomniey 
auf Glutathion zu beziehen ist, unter Zugrundelegung eines Schwe/el. 
gehalts von etwa 10 °, mittels seines reduzierten Anteils allein schon «lic 
Menge der von uns im Exsudat gefundenen Sulfhydrylgruppen decken, 

Das nicht mit Formol unterdriickbare Reduktionsvermégen jjay 
von Kérpern, die Mason? als mit Ferricyanid reagierend angibt, «lie 
Ascorbinsaure enthalten. Fiir die von Barrenscheen im Harne beschivrie. 
benen Polyphenole konnten wir im Exsudat keine Anhaltspunkte 
finden; einerseits bleibt das Reduktionsvermégen durch Ausiithern 
unbeeinfluBt, andererseits finden sich keine mit Wasserdampf bei saurer 
Reaktion fliichtigen reduzierenden Verbindungen. Es scheinen also 
hier an der nicht unterdriickbaren Reduktion unbekannte Kérper 
in gréBberem Ausma} beteiligt zu sein. 

Von Bestandteilen des Neut?alschwefels untersuchten wir in unseren 
Exsudaten das Cystin und Cystein. Die Fehlerméglichkeiten der die beiden 
Aminosauren erfassenden Jompsettschen Methode wurden schon kurz 
gestreift. Wenn alles mit dieser Methode Erfafibare schwefelhaltiger 
Natur ware, so wiirde der sich daraus berechnende Cystin-N etwa 15°, des 
im Blute vorkommenden freien Amino aure-N ausmachen. Dazu kommt 
noch die auch von Loeper beschriebene Méglichkeit der Neubildung von 
Aminosauren im Exsudat durch sekundaéren Abbau der Eiweibkérper 
desselben. — Der anorganische Schwefel wird wohl zum gréBten Teil 
aus den Sulfaten des Blutes stammen; Watchhorn und Me Cance® 
vergleichen ihn mit einem Ultrafiltrat. Nach Loeper soll aber durch 
oxydative Vorginge eine, wenn auch geringgradige Steigerung még- 
lich sein. 

Fiir den Gesamtschwefel ergab sich in unseren Exsudaten ein 
Durchschnitt von 3,8 mg-°%, dem ein aus reichlichen Literaturangaben 
berechneter Mittelwert fiir Serum? von 2,7 (1,1 bis 4,4) mg-°% gegen- 

1 Fleming, C. r. soc. biol. 104, 831, 1930, zit. Ber. Physiol. 57, 692; 
106, 259, 1931, zit. Ber. Physiol. 62, 250. — * Mason, J. of biol. Chem. 
86, 623, 1930. — * Watchhorn u. Mc Cance, Biochem. J. 29, 2291, 1935. 
— 4 Zur Berechnung des Serumdurchschnittes zogen wir folgende Arbeiten 
heran: Wakefield, J. of biol. Chem. 81, 713, 1929; Colombino, Arch. per le 
scienze med. 49, 455, 1927, zit. Ber. Physiol. 44, 88; Dezani u. Colombino, 
ebenda 49, 144, 1927, zit. Ber. Physiol. 41, 756; Haydu, Zeitschr. f. phys. 
Chem. 206, 217, 1932; Larizza, Fisiol. e Med. 6, 203, 1935, zit. Ber. Physiol. 
8S, 447; Chatron, Bull. soc. chim. biol. 138, 300, 1931; Cuthbertson u. Tompsett, 
Biochem. J. 25, 1237, 1931; Hoffmann u. Cardon, J. of biol. Chem. 109, 717, 
1935; Wakefield u. Power, J. Amer. Med. Assoc. 97, 913, 1931; Macy, 
Arch. Int. Med. 54, 389, 1934; Watchhorn u. Me Cance, Biochem. J. 2%, 
2291, 1935. 
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ibersteht, wahrend sich der anorganische Schwefel mit 1,14 mg-% 
mit dem Serumdurchschnitt von 1,0 (0,3 bis 1,6) mg-°%, fast deckt. 
Das gleiche Verhaltnis des Sulfatschwefels im Exsudat zu dem des 
Serums finden Watchhorn und Mc Cance. Thre absoluten Werte von 
2»smg-% (bei weitgehender Streuung der einzelnen Werte) bzw. 
»4mg-%, sind aber héher als bei uns. Auf die Méglichkeiten eines 
\nsteigens der Werte wurde schon oben hingewiesen. Jedenfalls sind 
iber absolute Zahlen bei der Untersuchung von Exsudaten mit Vorsicht 
wufzunehmen, da in sekundiéren Vorgingen, wie z. B. Riickresorption, 
gwobe Tauschungsméglichkeiten begriindet sind. 


Zusammenfassung. 

1. Es wurden eiweiBfreie Filtrate einer Reihe von Punktions- 
fliissigkeiten aus ser6sen Héhlen auf ihr Reduktionsvermégen gegeniiber 
Ferrichlorid-Ferricyanid und auf ihren Schwefelgehalt untersucht. 
Die zur Exsudation fiihrenden Erkrankungen waren: Pneumonie, 
Tuberkulose, Lues, Leukaimie und Carcinom. 

2. Das Reduktionsvermégen wurde mit 2,5 bis 5,5, durchschnittlich 
3.9 mg-°% Berlinerblau gefunden und war zu etwa 27°, durch Formol 
unterdriickbar, was auf die Anwesenheit von S H-Gruppen zuriickgefiihrt 
wurde. Der sich daraus berechnende Schwefel macht 5° des Disulfid-, 
dieser wieder 63 %, des Gesamtschwefels aus. Der absolute Wert betriagt 
1,7 bis 3,0, im Durchschnitt 2,4 mg-% S. Der Gesamtnichteiweib- 
schwefel von 2,7 bis 5,8, im Mittel 3,8 mg-°% liegt betrachtlich, der 
Sulfatschwefel von 0,8 bis 1,3, im Mittel 1,14 mg-°, nur unbedeutend 
héher als der entsprechende Wert im Serum (2,7 bzw. 1,0 mg-°,), der 
aus Literaturangaben berechnet wurde. 

3. Es wurde versucht, die Untersuchungsergebnisse mit dem 
Krankheitsgeschehen in Beziehung zu bringen. Dabei ergaben sich 
wohl einige auffallige Hinweise, doch konnten allgemeingiiltige Gesetz- 
nibigkeiten nicht festgestellt werden. Vergleiche mit der Literatur 
erlaubten einige Schliisse auf die Art der untersuchten Schwefelkérper. 


Zum SchluB méchten wir Herrn Prof. Otto v. Fiirth fiir die Anregung zu 
lieser Arbeit und das dauernde Interesse unseren allerbesten Dank aus- 
sprechen, 


Anmerkung bei der Korrektur. Nach AbschluB der Arbeit gelangte uns 
ine Mitteilung von Bourdillon und Lavietes (J. clin. Investig. 15, 301, 1936) 
uur Kenntnis. Die hier angefiihrten Zahlen fiir anorganischen S im Exsudat 
zehen mit dem gleichzeitig bestimmten Serumsulfat parallel und bewegen 
sich zwischen 0,96 und 4,86 mg-°, 8. Die hohen Werte fanden sich bei 
Nierenerkrankungen, bei drei Fallen von Leberzirrhose sind die Werte 
iemlich konstant (Mittel 1,17 mg-°,) und liegen in der auch von uns bei 
lieser Erkrankung (Fall 1) festgestellten GréBenordnung. 











Studien in der Thiophenreihe. 
XXXVI. Mitteilung?. 


Uber das 2-Phenylthiophen-5-carbonsiure-piperidid, einen Pfeffersto!t dor 
Thiophenreihe’. 
Von 
Wilhelm Steinkopf und Reidar Gording. 


(Aus dem Institut fiir organische Chemie der Technischen Hochse}y)); 
Dresden.) 


(Eingegangen am 7. Juli 1937.) 


Vor 13 Jahren hat Staudinger gezeigt®, daB die Dioxymethylen- 
gruppe im Piperin keinen EinfluB auf den Pfeffergeschmack besitzt. 
Seine systematischen Untersuchungen ergaben, da vorhanden sein 
miissen der Phenylkern, eine aliphatische (gesattigte oder ungesiittizte 
Kette mit gerader Anzahl der C-Atome und eine séureamidartige \er- 
kniipfung mit Piperidin. Ist das Piperidin mit Benzoesiure oder den 
Naphthoesauren direkt ohne die aliphatische Kette verbunden, so 
resultieren Kérper mit unangenehmem bzw. gar keinem Geschmack. 

Vor kurzem* ist gezeigt worden, daB die Doppelbindungen im 
Thiophen einen anderen, weniger ,,aromatischen‘‘ Charakter besitzen als 
im Benzol insofern, als z. B. das «, «, «-Quaterthienyl (I) und das 
5, 5'-Diphenyl-2, 2’-dithieny] (II) im Gegensatz zum farblosen 


is II. 


Quaterphenyl mehr oder weniger intensiv gelb gefarbt sind, dal} also 
in diesen K6rpern wie in aliphatischen die Doppelbindungen als walire 
konjugierte Doppelbindungen farbgebend wirken kénnen. Da schien 
es uns von Interesse festzustellen, ob die Thiophendoppelbindungen 
auch in geschmacklicher Hinsicht aliphatische Ketten bis zu einem 
gewissen Grade vertreten kénnen oder nicht. Wir haben daher das 
2-Phenylthiophen-5-carbonsdure-piperidid (III) aufgebaut, das allen 
Staudingerschen Anforderungen an einen Pfefferstoff geniigt, wenn man 


' 33. bis 35. Mitteilung: Liebigs Ann. 527, 237, 1937. — ? Ferdinan( 
Flury zum 60. Geburtstage gewidmet. — * Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 56, 
699, 711, 1923. —- * Steinkopf, v. Petersdorff u.Gording, Liebigs Ann. 52%, 


272, 1937. 
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statt der geforderten aliphatischen Vierkohlenstoffkette diejenige des 
Thiophenkerns annimmt. Man kénnte den Kérper auch auffassen als 


ee CH,—CH, 
L jak »—-CO&NC SCH, 
S CH,—CH, 


Ifill. 


das Piperidid der B-Cinnamenyl-acrylsaure, in dem die %- und 0-H- 
\tome durch eine Schwefelbriicke ersetzt sind: 
C,H,—C H—C H—C H=CH—CO.N <~ C, Hy, 
8-Cinnameny]-acrylsaure-piperidid 
C,H,—C=C H—CH=C—CO.N ~C,Hyy 
eee Pe sd 
2-Phenylthiophen-5-carbonsaure-piperidid. 

Der Kérper wurde auf folgendem Wege erhalten: 5-Jod-2-phenylthio- 
phen wurde bei Gegenwart von Bromathyl grignardiert, und aus der Grig- 
nardlésung wurde mit Kohlendioxyd die 2-Phenylthiophen-5-carbonsaure 
gewonnen. Diese wurde mit Thionylehlorid in das gut kristallisierende 
Chiorid iibergefiihrt, das sich leicht mit Piperidin zum Endprodukt kuppeln 
lieB. Das 2-Phenylthiophen-5-carbonsaure-piperidid schmilzt bei 103 bis 104°. 
In kristalliner Form —— es bildet schéne Nadeln — ist es wie das Piperin 
geschmacklos. Verreiben im Moérser andert daran nichts. Staudinger hat 
seine Pfefferstoffe durch zehntagiges Vermahlen in einer Kugelmiihle bei 
Gegenwart von Mehl in feinste Verteilung gebracht oder sie in verdiinnter 
wasserig-alkoholischer Lésung gepriift. Da wir eine passende Kugelmiihle 
nicht besaBen, haben wir die zweite Methode gewahlt. Dabei hat sich in der 
Tat ein deutlich scharfer, nicht unangenehmer Geschmack gezeigt, der in 
Form eines Brennens noch langere Zeit auf der Zunge nachhielt, so dali 
tatsichlich die ringférmige Vierkohlenstoffkette des Thiophens eine ali 
phatische geschmacklich vertreten kann. 


Versuche. 


Die zur Darstellung von 2-Phenylthiophen nach Awes und Paal! 
notige B-Benzoyl-propionsdure wurde nach (Gabriel und Colman* aus 
Bernsteinsdéureanhydrid, Benzol und Aluminiumchlorid erhalten. Die 
dort angegebene Ausbeute haben wir um das Doppelte, bis auf 69°, 
der Theorie, dadurch vermehren kénnen, da8 wir das Anhydrid sehr 
fein pulverten, innig mit dem Aluminiumchlorid mischten und wahrend 
der Reaktion gut riihrten. 


2-Phenylihiophen-5-carbonsdure. 
10g 2-Phenyl-5-jodthiophen und 10g Bromathyl in 50cem Ather 


werden mit 3g Magnesium durch mehrstiindiges Kochen unter Riickfluls 


1 Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 19, 3142, 1886. —- * Ebenda 82, 398, 1899. 
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grignardiert. Von entstandenem 5, 5’-Dipheny]-2, 2’-dithienyl! wir 
dekantiert und durch die Atherlésung unter Eiskiihlung und Riihren | s;: 
Kohlendioxyd geleitet. Dann wird mit Eis zersetzt, filtriert und mit 
saure die Saure gefallt. Ausbeute 4,6g¢ = 66°), der Theorie. Sehmely. 
punkt 184°, nach dem Umkristallisieren aus Benzin (Siedepunkt 100 })j: 
110°) 184 bis 185°, 
0,1119 g Substanz: 0,2642 g CO,; 0,0388 g H,O. 
C,,H,O,8. Ber.: 64,71% C, 3,92% H. 
Gef.: 64,39°, C, 3,88°% H. 
Die Saure ist in Ather, Alkohol und Eisessig léslich, in Wasser prakt isc} 
unldéslich. 
2-Phenylthiophen-5-carbonsdurechlorid, 
3g Saéure werden mit 15g Thionylchlorid 5 bis 6 Stunden auf dem 
Wasserbad unter RiickfluB erhitzt. Nach dem Abdestillieren des Thiony!. 
chlorids wird der kristallisierende Riickstand auf Ton getrocknet. Ausheute 
3g = 95°, der Theorie. Schmelzpunkt nach dem Umkristallisieren aus 
Benzin (Siedepunkt 100 bis 110°) 80°. 
0,1003 g Substanz: 0,0648 g AgCl. 
C,,H,OCS. Ber.: 15,94°) Cl. 
Gef.: 15,98°, Cl. 


2-Phenylthiophen-5-carbonsdure-piperidid (III). 

3 g des Saurechlorids werden in atherischer Lésung mit 2,9 g Piperidin 

(2,5 Mol) umgesetzt. Durch Aussthiitteln mit verdiinnter Salzsaure wird 

iiberschiissiges Piperidin und dessen ausgefallenes Chlorhydrat aus dem 

Ather entfernt. Dann gibt dieser nach dem Trocknen mit Natriumsulfat 

und Verjagen das Piperidid. Ausbeute 2,7 g = 83°, der Theorie. Aus 

Benzin (Siedepunkt 100 bis 110°) schéne, fast weiBe Nadeln. Schmelz- 

punkt 103 bis 104°. 

0,1503 g Substanz: 0,3894 g CO,; 0,0832 g H,O. 
0,1120 g Substanz: 5,13 cem N (24°; 744,5 mm). 

CisH,,ONS. Ber.: 70,85% C; 6,27°%, H; 5,17% 

Gef.: 70,67% C; 6,20% H; 516% N. 


N. 
N 


Léslich in Ather, Benzol und Alkohol. 


' Siehe Liebigs Ann. 527, 278, 1937. 
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Uber die Kombination Zucker-Aminosiure IL’. 
Von 
Fritz Lieben und Bella Bauminger. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat in Wien.) 
(Eingegangen am 14, Juli 1937.) 
I. 


In einer vor kurzem ver6ffentlichten Arbeit? unter demselben Titel 
haben wir, friiheren Versuchen folgend, bei der Kombination Glucose 
Glykokoll im allgemeinen das stéchiometrische Verhaltnis 1,5 Mol 
Glucose : 1 Mol Glykokoll eingehalten. Da man daran denken konnte, 
daB der erhéhte Zuckerabbau in Gegenwart von Glykokoll etwa auf 
einer katalytischen Wirkung der Aminoséure auch in ganz kleinen 
Mengen beruhen kénne, haben wir gelegentlich zu 15 g Glucose statt 
422g nur 1 bzw. 0,1 g Glykokoll hinzugefiigt und sahen dann die 
('O,-Entwicklung sogar unter das Niveau des Kontrollversuchs mit 
Zucker allein absinken. Diese auffallende Tatsache zeigte die Bedeutung 
eines giinstigen stéchiometrischen Verhaltnisses der Komponenten fiir 
den beschriebenen Effekt an. — Einige Versuche mit Variation der 


Mengen der Versuchskomponenten sollen den schon kurz besprochenen 
Mechanismus der Reaktion deutlicher hervortreten lassen. 


Die Versuchsanordnung war dieselbe wie in der ersten Abhandlung, 
auch wurden dieselben Bestimmungsmethoden verwendet; nur wurde der 
nach dem Versuch noch vorhandene Zucker nach dem Verfahren von 
Lehmann und Maquenne*® gemessen. Die Umwandlung in Fructose wurde 
nicht bestimmt; nach dem erwahnten Verfahren liefert tibrigens Fructose 
den gleichen Reduktionswert wie Glucose. Allerdings werden auBer der 
Fructose auch andere, eventuell wahrend des Versuchs entstandene, redu- 
zierende Substanzen durch die Methode erfaBt. Die Anwesenheit von 
Glykokoll im Molverhiltnis 1: 1 beeinfluBt an sich die gefundenen Werte 
weder fiir Glucose noch fiir Fructose. 


Man entnimmt der Tabelle I, da eine Erhéhung des molaren 
Mengenverhaltnisses Glucose/Glykokoll von 1,5: 1 auf 1,5:2 die am 
Ende des Versuchs gemessene Abnahme an Zucker meist deutlich 
herabsetzt oder héchstens gleich laBt (Nr. 1), die CO,-Entwicklung aber 
durchwegs bedeutend herabdriickt, wihrend die Milchsaiurebildung nicht 


1 Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Seegenstiftung der Akademie der 
Wissenschaften in Wien. — ? B. Bawminger u. F. Lieben, diese Zeitschr. 
292, 92, 1937; dort weitere Literatur. 

3 Vgl. H. K. Barrenscheenu. R. Willheim, Die Laboratoriumsmethoden 
der Wiener Kliniken 1928, S. 546. 








F. Lieben u. B. Bauminser: 


Tabelle TI. 
a) Versuche mit Glykokoll im UberschuB. 


(Eisenphosphatpuffer, Anfangs-py: 8.) 





Glucose Glykokoll CO, 


‘ » | 
Glucoseabnahme _|| Milehsa 
g & mg | mg 

4,22 621 3, 23,! 133 
8,44 509 3,6 23,é 202 
4,22 516 3,2 21, 198 
8.44 473 3, 20, 2665 
4,22 665 o 25, i 376 
4,22 527 é O2 184 
2,11 357 2, 33,i 129 
4,22 287 ; : 172 
6,25 799 1,6 245 


4,22 615 5,5 34,6 214 


b) Versuche mit Glucose im UberschuB. 





~ 


Rp tay pl : Zuckerabnahme  Mileh- 
Glucose Glykokoll COs é shure Avmerkangen 


mg 


13,0 |} 105 2tagiger Versuch. 
7,3 4 181 


33,3 | 195 
16,6 | 307 


6,6 ! Natrium - Kaliumphospha' 
43 |i puffer, Anfangs-py 
. End-py 6,0 baw. 53 
35,3 } 
22,6 
36,6 | 190 
23,7 }, 262 
600 ; 42,0 192 
510 , 23,5 224 
333 11,3 116 
360 aS 14,3 153 


290) ( 4,7 208 
342 6,0 131 


so regelmabig beeinfluBt wird und meistens erhdht ist. Besteht um 
gekehrt ein UberschuB an Zucker |Molverhaltnis 3:1 gegeniiber 1,5: | 
bzw. 1,5: 1 oder 2: 1 gegeniiber 1: 1 (Nr. 9, 10, 11)], so ist bei der CO, 
und Milchsaiurebildung dasselbe wahrzunehmen, wie eben besprochen 
die gesamte absolute Zuckerabnahme ist gleich (Nr.7) oder zumeist 
etwas erhoht, in Prozenten des anfangs vorhandenen Zuckers berechnet 
jedoch gleichfalls deutlich herabgesetzt. — Die Geschwindigkeit der 
Verharzung geht stets der CO,-Produktion parallel. 





Uber die Kombination Zucker-Aminosaure I. 


\{m einfachsten lassen sich diese Ergebnisse durch die schon in 
der ersten Arbeit erérterte Annahme erklaren, daB die beiden Kom- 
ponenten zu einem gewissen Bruchteil zu einer Verbindung zusammen- 


treten, die — wahrscheinlich wieder nur zu einem bestimmten Bruch- 
teil zerfallt, wobei der so ,,aktivierte’’ Zucker einem weitergehenden 
Abbau unterliegt als Zucker, der eine solche Verbindung nicht ein- 
yegangen ist. Durch den UberschuB der einen oder anderen Komponente 
wird nun der Zerfall dieser Verbindung gehemmt bzw. verzégert. Ist 
der Zucker im gréBeren Uberschu8 vorhanden, so kompensiert oder 
iiberkompensiert der tiberschiissige Zucker, der ja auch fiir sich allein 
abgebaut wird, diese Hemmung und die gesamte Zuckerabnahme bleibt 
gleich oder ist (absolut) sogar erhéht. Befindet sich dagegen Glykokoll 
im — auch nur geringen — UberschuB, so wirkt sich die Hemmung 
voll (auf CO,-Produktion und Zuckerabnahme) aus. Bei gréferem 
ZuckeriitberschuB kann der Abbau sogar kleiner werden, als wenn 
Zucker allein im Versuch ist (Nr. 12). 

Dureh 1 g Glykokoll z. B. werden 2,4 g Glucose gebunden; wird nun 
durch groBen ZuckeriiberschuB der Wiederzerfall dieser Verbindung vdllig 
gehemmt, so kénnen von den 15 ¢ Glucose nur die ,,iiberschiissigen*’ 12,6 ¢ 
weiter reagieren; daher die geringere Zuckerabnahme als in Versuchen ohne 
Aminosaure. 

Bei unseren Versuchen werden als einzelne Faktoren CQO,- und 
Milchsaurebildung erfaBt; warum sich die — hypothetisch angenommene 

amy Hemmung gerade auf die CO,- Bildung und die stets dabei eintretende 

mS Verharzung besonders deutlich auswirkt, nicht aber auf die Milchsaure- 

‘as bildung, kénnen wir zur Zeit nicht erklaren. — Nicht geniigend erklart 
wird durch unsere Hypothese auch der mehrfach konstatierte stark 
senkende Effekt von nur 0,1 g Glykokoll auf die CO,-Bildung usw. 
(vgl. Nr. 13). 


II. Versuche im Stickstoffstrom. 


Wir haben mit unserer Apparatur auch einige Versuche in Stickstoff 
ausgefiihrt ; wie bei den Sauerstoffversuchen haben wir uns durch eine 
in freundlicher Weise vom Institut fiir Garungsgewerbe in Wien an- 
gestellte Untersuchung von der Bedeutungslosigkeit etwaiger bakterieller 
Keimspuren fiir unsere Versuchsergebnisse tiberzeugt. 

Wir arbeiteten in Natrium-Kaliumphosphat- sowie in Eisenphosphat- 
puffer (Anfangs-py 8) und bestimmten CO,, Zucker und Milehsaure in 
derselben Weise wie bisher (Zucker nach Dische und Popper, spater nach 
Lehmann und Maquenne). 

Im Grundversuch waren also in der Apparatur enthalten: A. 15g 
Glucose, 4,22 g¢ Glykokoll, 315 cem Pufferlésung: B. 15g Glucose, kein 
Glykokoll, 315 cem Pufferlésung. 
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Der Stickstoff wurde aus einer Bombe durch die im Wasserbad au! 7\) 
erwirmten GefiBe mit den Ansiatzen geleitet, und zwar 3 Tage je s | 
9 Stunden lang. 

Der Zuckerabbau in A (begleitet von Verharzung) ist, wie zu er. 
warten, niedriger als in den O,-Versuchen, daneben wird Milchsiure 
gefunden. Der Abbau in B ist geringfiigig. Die CO,-Produktion ist, 
wie gleichfalls im anaeroben Versuch zu erwarten, duBerst niedriy. 
Immerhin wirkt auch beim anaeroben Versuch die Anwesenheit von 
Glykokoll abbaufordernd. 





: : : Zucker- ; : 
Nr, | Glucose Glykokoll; CO: | abnahme  Milchsiure Puffermilieu 


g r mg g mg 


5 46 1,0 34 Natrium-Kalium- 
6 24 0,4 24 phosphat 


5 22 47 1,1 72 ~ 
5 ; 31 0,24 Mp Eisenphosphat 


1 
1 
] 
1 


Db 


Bei Zusatz von Methylenblau haben wir dagegen im Stickstoff das 
Bild des aeroben Abbaues. Um dieses zu erhalten, muBte allerdings 
eine grobe Menge MB., am besten jeden Tag je 3,15 g, zugesetzt werden. 
Die Zuckerbestimmung st6Bt dann allerdings wegen der groBen Niecer- 
schlagsmengen auf bedeutende Schwierigkeiten, so daB wir nicht den 
am Ende des Versuchs gefundenen absoluten Zuckerwerten, sondern 
nur den Differenzen zwischen A und B eine vergleichende Bedeutung 
beimessen k6nnen. 

Tabelle II (Anfangs-py 8). 





CO2 Zuckerabnahme | | Pu uach dem 
A’'B A B A-B Versuch 


|| mg mg Z| E-|: g |} A B 


Stunden- | 
| uffe 
anzahl | sx 


25 Natrium- | 69 48 1,6 1,1 0,5 | 63 
Kalium- 
phosphat 

17}/, Dasselbe 45 34 ; - || 2.3,15 

(2 Tage) 

22 Kisen- 182) 98 1,46 | 0,54 0,92, 2.3,15 
phosphat 
24 Dassel be 208: — = 3,5 _ . 3,15 
21;— 0,3 0 
25 — | 62) — —- — . 3,15 
25 . 3 —};—j— 0 
26 m 202/101 || 4,21 | 2,23 |1,98) 3. 3,15 _ 

Wir entnehmen den Versuchen 4 und 5 die starke Wirkung cer 
Anwesenheit von MB. auf die CO,-Produktion. Bei der Abnahme an 
Zucker ist, wie gesagt, nur die Differenz zwischen den A- und B-Ver- 
suchen (0,5 bis 2 g) von Bedeutung (Nr. 1, 3 und 6). Die CO,-Produktion 
ist auch hier niedriger als in den aeroben Versuchen. 
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Uber die Kombination Zucker-Aminosaéure II. 


Zusammenfassung. 


1. Durch vergleichende Versuche, in denen einmal die Menge der 
einen, einmal der anderen Komponente erhéht wird, wird die schon 
friher zur Erklarung des Mechanismus unseres Grundversuchs er- 
érterte Hypothese gestiitzt, da Glucose und Glykokoll zunachst zum 
Teil zu einer Verbindung zusammentreten, die dann wieder zum 
Teil zerfallt, wobei der so ,,aktivierte* 
Abbau unterliegt, als Zucker unter den gleichen Versuchsbedingungen 
allein. Die Erhéhung der Menge der einen oder anderen Komponente 
hemme diesen Zerfall, und zwar hemmt Glykokoll im UberschuB starker 
als Glucose, da das erstere ja fiir sich allein im Versuch tiberhaupt nicht 
abgebaut wird. 

2. Im anaeroben Versuch im Stickstoffstrom ist die Anwesenheit 
von Glykokoll fiir die Glucose gleichfalls abbauférdernd, doch sind die 
Abbauwerte natiirlich niedrig. Dagegen nahert sich das Bild des Effektes 
dem bei den aeroben Versuchen, sobald Methylenblau in groBer Menge 
als Wasserstoffakzeptor zugesetzt wird. Die Differenz im Zuckerabbau 
mit und ohne Glykokoll betragt dann 0,5 bis 2 g. 


Zucker einem weitergehenden 








Uber die Kombination Zucker-Aminosiure. Ill. 
Versuche mit Tierkohle'. 
Von 
Josef Benek und Fritz Lieben. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 14. Juli 1937.) 


In der vorliegenden Untersuchung wird der EinfluB der Gegenwart 
von Tierkohle auf dev in den vorhergehenden Arbeiten geschilderten 
Effekt beschrieben, der in der Férderung des Abbaues von Glucose 
durch Zusatz von Glykokoll besteht. Wir halten diese Variation der 
Versuchsbedingungen als Modellversuch fiir biologisch interessant, da 
das nach unserer Meinung in vivo bedeutsame Zusammenwirken von 
Zuckern und Aminosiuren sich, wenn tiberhaupt, sicher an groben 
Oberflichen abspielt. 


Wir wissen aus den Versuchen von Fiirth und Kaunitz?, daB Glucose 
in wasseriger Lésung durch Kochen mit Tierkohle auch nach 24 Stunden 
nicht wesentlich angegriffen wird, was neuerdings Barrenscheen und Fanta 
bestatigen. Andererseits zeigten die Versuche von Spoehr * und von Degeriny 
und Upson ® sowie unsere eigenen®, daB bei einer an die Spoehrsche an 
gelehnten Versuchsanordnung, bei der Sauerstoff 20 bis 25 Stunden lan: 
durch eine Zuckerpufferlésung von 70° geleitet wird, schon im Natrium 
Kaliumphosphatmilieu Glucose auch ohne Tierkohle merklich, und in 
EKisenphosphatpuffer beim Anfangs-py 8 sehr deutlich angegriffen wird 
und daB weiter Glykokollzusatz diese abbauende Wirkung steigert. 

Wir bedienten uns der in den vorhergehenden Arbeiten geschilderten 
Versuchsanordnung, wobei zu den Proben noch je 5g Tierkohle (Carl 
medicinalis Merck) zugefiigt wurden. Wir wahlten sonst die friiher be 
nutzten Mengenverhaltnisse der Komponenten und die gleichen Bestin 
munsgmethoden. 

Die Ansiitze A enthielten: 15g Glucose, 4,22 ¢ Glykokoll, 315 ccn 
Puffer, 5 g Carbo medicinalis Merck; die Ansatze B enthielten: dasselbe ohn: 
Glykokoll; die Ansatze C enthielten: dasselbe wie A ohne Glucose; es wurde 
3 Tage lanz (Versuchszeit 22 bis 27 Stunden) Sauerstoff durch die in 
Wasserbad auf 70° erwarmten Proben geleitet. 


1 Otto v. Fiirth zum 70. Geburtstag. — ? O. Fiirth u. H. Kaunitz, 
Monatsh. f. Chem. 58/54 (Wegscheider-Festschrift), 127, 1929; dort auc! 
iltere Literatur, s. speziell 8. 139. —- * H.K. Barrenscheen u. H. Fanta, 
diese Zeitschr. 288, 382, 1935. — 4H. A. Spoehr, vgl. Ronas Ber. 36, 575 
37, 38, 1926. —- > BE. Degering u. F. W. Upson, J. of biol. Chem. 94, 423. 
1931. —- ® B. Bauminger u. F. Lieben, diese Zeitschr. 292, 92, 1937 und di 
vorangehende Abhandlung. 





Uber die Kombination Zucker-Aminosaure III. 


Nachdem wir uns iiberzeugt hatten, daB Zusatz von Tierkohle 
a) die COQ,-Entwicklung aus den A- und B-Versuchen steigert (s. unten), 
bh) aus Glykokoll N H, abspaltet und ¢) an und fiir sich (im Puffer ohne 
organische Substanz) keine CO,-Entwicklung verursacht, wurden im 
NaK-Phosphatmilieu einige Versuche angestellt, z. B.: 

Anfangs-py 8, A. CO | 329 mg Zuckerabnahme {| A. 
Versuchsdauer 25 Std. | B. 2 | 206 mg nach Dische-Popper \ B. 
, ee { 26,7 mg { 5,6 
.- | 6,7 


" : yx 26 y 
ol Anfangs PH 8, al A. CO, | 300 mg NH, 26,8 mg 
Versuchsdauer 21'/, Std. | C. | 109 mg 3 | 61,1 mg 


End-py 


Hier wie in den folgenden Versuchen wurde die Zuckerabnahme, 
bzw. der noch vorhandene Zucker sowie das abgespaltene NH, durch 
Bestimmung im Kohlenfiltrat festgestellt. Die abfiltrierte Kohle wird 
dann noch mehrfach mit Wasser ausgekocht, bis eine Probe qualitativ 
weder positiven Fehling noch positiven Nessler gibt. Dabei ist zu 
beachten, daB Zucker beim Kochen mit Kohle (nach Fiirth und Kau- 
nitz, lc.) zwar nicht wesentlich zerstért, wohl aber sehr hartnackig 
adsorbiert wird. Demnach sind die Betrage fiir die Zuckerabnahme als 
Maximalzahlen anzusehen; ein kleiner Rest der Glucose mag nach dem 
Auskochen immer noch in der Kohle verblieben sein. Dasselbe gilt 
fiir die NH,-Werte; hier wird beim Auskochen aus dem von der 


Kohle nach Filtration allenfalls noch adsorbiert gehaltenen Glykokoll 
weiteres NH, abgespalten, das sich zu dem im eigentlichen Versuch 
entwickelten addiert. Fiir uns sind aber weniger die absoluten Werte 
als die Differenzen bedeutsam, und zwar fiir Glucose zwischen A- und B-, 
fiir NH, zwischen A- und C-Versuchen. 


Tabelle. Versuche in Eisenphosphatpuffer, Anfangs-py 8 mit 
> 
Carbo medicinalis Merck. 





Zuckerabnahme 
nach Lehmann und 

> J 
Versuchsdauer _Maquenne 





A } A B A 
Std. mg g g mg 
22 890 3,4 
161), 541 6,15 3, 13,9 
(2 Tage) 
27 1005 — G é 13,7 
882 3,2 * 
826 ~- 120 oy 85,7 
973 - 311 - 124,8 
975 340 : 125,1 
261/, 274 =168 6 0.9 ** 
25 254 100 H 30,6 *** 
* Milchsiure A: 27mg, B: 187 mg. ** Carbo sanguinis Aahlbaum. Im Natrium- 
Kaliumphosphatpuffer Milchsaéure A: 203mg, B: 135mg. — *** Dasselbe wie in Nr. 8. 





378 J. Benek u. F. Lieben: 


Wir sehen erstens, da die Zuckerabnahme am Ende des Versuc})s. 
deren absoluter Betrag wie gesagt einen Maximalwert darstellt, in \ 
durchwegs héher ist als in B. Die abbauférdernde Wirkung der Amino. 
siuren ist also auch hier vorhanden. — Betrachtet man zweitens ic 
CO,-Werte von A, B und C, so sieht man, daB die Summe der (().. 
Mengen, die im Mittel aus Glucose allein und Glykokoll allein entwick: it 
werden, etwas hoher ist als die im Mittel aus den Gemischversuchen ( \ 
entstandenen. Bewirkt demnach in den Tierkohleversuchen die Gegenw rt 
von Glykokoll etwa keine Erhéhung der CQ,-Bildung aus Glucose ? D:\} 
dem doch so ist, zeigt drittens die N H,- Bildung aus dem Glykokoll ; diese 
ist in allen Versuchen C im Mittel etwa zehnmal gréBer als in A. Nun 
entsprechen im Mittel der Versuche 5 bis 7 einem Mol (17 g) NH, etwa 
39 g CQ,, also weniger als die Halfte des Betrages, der eine villi, 
Verbrennung des desaminierten Glykokolls anzeigen wiirde (= 88 my 
CO,); es wird vielmehr der gréBte Teil desselben offenbar in Sauren 
(Glyoxylsiure, Oxalsiure) umgewandelt. Nimmt man nun weiter fiir die 
A-Versuche dasselbe Verhaltnis NH,/CO, wie fiir die C-Versuche an, so 
kamen in A im Mittel etwa 26 mg auf Rechnung des Glykokolls!, wahrend 
die mittlere Differenz A minus B sich um 200 mg bewegt. Die Wirkung 
des Glykokolls ist also vorhanden: Die CO,-Entwicklung ist um 30‘ 
erhoht, waihrend bei den Versuchen im selben Milieu ohne Kohle det 
analoge Effekt fast 80° betragt®. Die Anwesenheit von Kohle steigert 
namlich die mittlere CO,-Produktion in B etwa auf das Dreifache, in A 
auf etwas iiber das Doppelte. 

Die zwei letzten Beispiele (Nr. 8 und 9) zeigen, daB die Verhaltnisse 
bei Verwendung von Blutkohle (Kahlbaum) dieselben bleiben wie mit Carbo 
medicinalis (Merck), nur sind siimtliche Werte bei der ersteren niedriger, z. B.: 

A. Carbo med. CO, 512 mg, Zuckerabnahme 3,3 g, NH, 30,4 mg 

Carbo Sang. CO, 262 ,, "1,92, NH, 14,5 ,, 

Die Milchsdurewerte sind in A hoéher als in B (Nr. 4 und 8); der fiir 
uns wesentliche Unterschied ist gering. 

Was den in der vorhergehenden Abhandlung als Hypothese er- 
érterten Mechanismus der Reaktion in den A-Ansatzen betrifft, so ent 
fallen auf die festgestellte Zuckerabnahme im einzelnen: 

100 mg NH, (mittlere Differenz zwischen A und C) in gebundene: 
Form; dies entsprache 1,06 g ,,gebundener* Glucose, die sich méglicher 
weise der Bestimmung durch Reduktion entziehen. Ein weiterer Antei! 
ist der verbrannte Betrag, der im Mittel 900 mg CO, liefert, was etwa 
615 mg Glucose entspricht, und schlieBlich die Milchséure, die mit 


1 Nimmt man, was unwahrscheinlich ist, an, daB in A das desaminierte 
Glykokoll véllig verbrennt, so kamen 1. M. 58 mg CO, auf Rechnung des 
Glykokolls. — * Vgl. FuBnote 5, 1. Abh., Tabelle IT. 
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9) bis 300 mg veranschlagt werden kann. Zusammen wiren 1,06 + 0,62 

(25 = 1,93, rund 2g Glucose in den A-Versuchen nicht mehr zu 
finden (wobei es unwahrscheinlich ist, daB der erste Summand wirklich 
bei der Bestimmung nicht mitreagiert). Da nun die gesamte Zucker- 
abnahme sicher héher als 2 g ist (bei den Maximalzahlen der Tabdelle 
durchsehnittlich 5 g), so bleibt jedenfalls noch ein ansehnlicher un- 
bekannter Rest, der sich in unbekannter Weise umwandelt bzw. der 
Verharzung anheimfallt. Das entstandene Harz wird durch die Tierkohle 
kraftig adsorbiert. 

Zusammenfassung. 


In Gegenwart von Tierkohle erhéht Glykokoll bei unserer Versuchs- 
anordnung den Abbau der Glucose, und zwar wird im Rahmen der 
Zuckerabnahme CO,- und Milchsaurebildung gesteigert. Im Gegensatz 
zu den friiheren Versuchen ohne Kohle entsteht hier auch aus Glykokoll 
(O,, jedoch, wie man aus dem abgespaltenen NH, schlieBen kann, im 
Gemischversuch mit Glucose (A) nur etwa ein Zehntel soviel wie in den 
Versuchen mit Glykokoll allein (C). Stellt man diesen Umstand in 
technung, so zeigt sich, daB die CO,-Entwicklung in den Gemisch- 
versuchen die in den Versuchen mit Glucose allein (B) um etwa 30% 
iibertrifft. — Auch mit Blutkohle ist ein analoger geringerer 
Effekt wahrzunehmen. 








Uber eine Aspartasewirkung der Hefe. 
Von 
Hugo Haehn und Heinrich Leopold. 
(Aus dem Institut fiir Garungsgewerbe der Universitat Berlin und aus 
Institut fiir chemische Technologie landwirtschaftlicher Gewerbe a; 
Deutschen Technischen Hochschule zu Briinn.) 
(Eingegangen am 16. Juli 1937.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Bei friiheren steril ausgefiihrten Autolysenversuchen mit Hefe! 
wurde beobachtet, daB unter gewissen Bedingungen, bei Einschalt ung 
einer alkalischen Reaktion und Ausschaltung der Wirkung der Anti. 
septica, mehr titrierbare Sauren und gleichzeitig weniger Aminosiuren 
nachzuweisen waren als bei normalen sauren Autolysen. Diese Er. 
scheinung legte den Gedanken nahe, daB die Selbstverdauung der Hefe 
in diesem Falle nicht schon mit der Hydrolyse der Proteine auf der 
Stufe der Aminoséiuren beendet sei, sondern daB auch eine Desami. 
nierung stattfinde. Die Versuche von J. Meisenheimer? und_ seinen 
Schiilern, die bei natiirlicher saurer Reaktion wochenlang vor sich gingen 
lieBen diesen Befund offenbar nicht vermuten und erkennen, denn aus 
der Menge der aufgefundenen Aminosaiuren wurde ohne weiteres auf dic 
Zusammensetzung des Hefeeiweibes geschlossen. 

Wahrend tiber den Abbau von Kohlenhydraten und Fetten schon 
friiher klare Fortschritte erzielt worden waren, fand man beziiglich der 
Desamidasen noch Widerspriiche. Einige Forscher, wie Lang, Savaré! 
und Bostoik®, konnten mit tierischen Organen verschiedene Amino- 
siuren desamidieren, andere, wie v. Fiirth®, Levene’, Shibata’, Abder- 
halden®, Pringsheim', Butkewitsch™ und Dernby'?, hatten mit pflanz- 
lichen und tierischen Saften keinen Erfolg. 

Um Klarheit auf diesem Gebiete zu bekommen, muBten natur- 
gemaB die verschiedensten Aminosauren in reiner Form der Einwirkuny 
des Hefeautolvsats unter verschiedenen Bedingungen ausgesetzt werden 


1 H. Haehn u. H. Leopold, Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 67, 50, 
1934. — * Zeitschr. f. physiol. Chem. 114, 205, 1924. — ° 8. Lang, Hofmeisters 
Beitr. 5, 321, 1904. — 4 M. Savaré, ebenda 9, 141, 1907. — * G. Bostork, 
Biochem. J. 6, 48, 388, 1912. — ° O. v. Fiirth u. Friedemann, diese Zeitscli 
26, 435, 1910. — 7? P. A. Levene u. Meyer, J. of biol. Chem. 15, 475, 1913; 
16, 555, 1914. — § K. Shibata, Hofmeisters Beitr. 5, 384, 1904. — ° BE. Abd 
halden u. Schittenhelm, Zeitschr. f. physiol. Chem. 49, 26, 1906. 

0 H. Pringsheim, diese Zeitschr. 12, 15, 1908. — !! WI. Butkewitsch, ebends 
16, 411, 1909. — '* K.G@. Dernby, ebenda S1, 107, 1917. 
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Nachdem wir mit den bekanntesten «-Aminosauren (Glykokoll, Alanin 
und Leucin) negative Resultate erzielt hatten, konnte dagegen bei Ver- 
wendung von Asparagin sofort ein deutliches Anwachsen von Ammoniak 
im Autolysat beobachtet werden. Fiir diesen Anstieg kam eine doppelte 
Ursache in Betracht. Einmal war eine Abspaltung von Ammoniak aus 
der Carboxylgruppe médglich, also die Asparaginasereaktion nach 
WV. Grassmann', oder aber es konnte eine Aspartase im Sinne von 
(Quastel und Woolf? 


]-Asparaginsiure = Fumarsaure -+- Ammoniak 


in Tatigkeit sein. Selbstverstandlich war auch mit beiden Reaktionen 
zu rechnen, 

Nun war es aber Virtanen und Tarnanen* nicht gelungen, nach 
ihrer bei dem Bac. fluoreszens liquefaciens bestens bewaihrten Methode 
Aspartase in Oberhefe nachzuweisen. Bei ihren Hefeversuchen ver- 
wendeten sie ein Trockenpraparat bei neutraler Reaktion und Toluol. 
Da aber das in Frage kommende Enzym sehr empfindlich gegeniiber 
den Versuchsbedingungen ist, so kénnte der MiBerfolg in den gewahlten 
Versuchsanordnungen liegen. Andererseits ist auch denkbar, daB die 
finnische Oberhefe mit anderen Eigenschaften ausgestattet ist als unsere 
Unterhefe. 

Wir benutzten untergarige Bierhefe, und zwar in Form eines 
,, Schnellautolysates‘. In Anlehnung an die Versuche von W. Grassmann 
und O. Mayr* mit der séureempfindlichen Asparaginase autolysierten 
wir die Hefe unter standiger Einhaltung einer schwach alkalischen 
Reaktion, welche Methode wir schon bei friiheren Versuchen® mit 
Erfolg verwendet haben. Auch mit Asparaginsaure, also nicht nur mit 
Asparagin, kamen wir zu positiven Ergebnissen, so daf wir die Aspartase 
in der Hefe nachweisen konnten. 


Versuche. 
1. Herstellung des Schnellautolysats. 


Gewaschene und abgepreBte Brauereiunterhefe wird zuerst in einer 
Schale auf 30 bis 33° angewarmt, erst dann mit 10°, Toluol verriihrt und 
weiter bei der angegebenen Temperatur unter 6fterem gutem Durchriihren 
belassen. Auf diese Weise geht die Autolyse der Hefe méglichst gleich- 
maiBig vor sich und man vermeidet einen merklich schnelleren Zerfall 
gewisser Partien der Probe. Wenn die Hefe gerade fliissig geworden ist, 
was meist nach 1'/, bis 2 Stunden eintritt, wird sofort durch Zugabe von 


1 W. Grassmann u. O. Mayr, Zeitschr. f. physiol. Chem. 214, 185, 1933. 
— 2 J. H. Quastel u. B. Woolf, Biochem. J. 20, 545, 1926; 23, 472, 1929. 
— 3 4, J. Virtanen u. J. Tarnanen, diese Zeitschr. 250, 193, 1932. — 
‘ W. Grassmann u. O. Mayr, Zeitschr. f. physiol. Chem. 214, 185, 1933. — 
— 5 H. Haehn u. H. Leopold, Fermentforschung 14, 539, 1935. 
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3n NaOH unter Riihren sorgfaltig neutralisiert und hierauf auf ein py = x. 


eingestellt. Manchmal wurde auch schon vor der Verfliissigung, wenn <je 


Hefe weich geworden war, etwas Bicarbonatlésung eingeriihrt und jac} 
erfolgter Verfliissigung schwach alkalisiert. Ein mit Asparagin und ,,Schine!] 


autolysat’’ bei 37° und px = 8,0 angestellter Versuch zeigte schon nach 


2 Stunden einen deutlichen Ammoniakzuwachs gegeniiber der Kontrolle 


Diese Art der Hefeverfliissigung scheint also zur Freilegung séureempfind 
licher Enzyme geeignet zu sein. Das ,,Schnellautolysat‘t wurde sofort zy 
den Versuchen verwendet. 


2. Spaltung der Asparaginsdure durch Autolysat. 


5g |-Asparaginsiure wurden unter Neutralisieren in 90 cem Wasser 
gelést, mit 10 cem des auf py = 8,0 eingestellten Schnellautolysats versetzt, 
die Reaktion nachgepriift und der Versuch nach Zugabe von 2 cem Tolno! 
bei 37° aufgestellt. Ein Kontrollversuch kam in gleicher Weise wie der 
Hauptversuch, aber ohne Asparaginsaure zum Ansatz. Beide in mit Stopfen 
verschlossenen Flischchen befindlichen Reaktionsgemische wurden vier. 
bis sechsmal taglich gut durchgeschiittelt, um eine gute Verteilung des 
Toluols zu gewahrleisten und der Entwicklung von Bakteriennestern 2. 
begegnen. 

In den von Zeit zu Zeit aus dem Haupt- und Kontrollversuch ent- 
nommenen Proben wurde durch Destillation mit Magnesia das abgespaltene 
Ammoniak mikroanalytisch nach Bang und der Formol-N nach Sérensen 
ermittelt; bei letzterer Bestimmung muBte vorhandenes Ammoniak vorher 
durch Destillation mit Baryt unter vermindertem Druck entfernt werden. 
Ferner wurde jedesmal das po der Proben gemessen und der besonders 
wahrend der ersten 2 Tage erfolgende Alkalitatsriickgang durch Zugabe 
von Lauge ausgeglichen. 


Tabelle I bringt das Untersuchungsergebnis. Die daselbst auf- 


genommenen Zahlen stellen die Differenzen der beim Haupt- und 
Kontrollversuch gefundenen Werte dar: 


Tabelle I. 





Zeit mg Abge- mg 
ret abgespaltener spaltener Formol-N 
Tagen NH;-N in N Hy-N in 2,5 eem 
8 0,20 ecem Probe | in °/, Probe 


Zeit mg Abge- _ mg 

tn abgespaltener spaltener | Formo!-\ 
eae NH3;-N in NH3-N | in 2,5 cem 

agen 0,20 cem Probe in 2/p Probe 


— _ 13,45 10 0,1137 10,8 
0,0253 2,4 12 0,1316 12,5 
0,0663 6,3 14 0,1506 14,3 
0,0842 8,0 18 0,1516 14,4 





Wie aus der Zunahme des Ammoniak-N hervorgeht, wurden 
wahrend einer 18tagigen Versuchsdauer etwa 14°, des in Lésung vor- 
handenen Asparaginsaurestickstoffs abgespalten. Die Abnahme des 
Formolstickstoffs (2,0 bzw. 2,33 mg) laBt auf eine Spaltung von etwa 
15,9 bzw. 17,7 °%, schlieBen, doch sind die Fehlerméglichkeiten bei der 
Formolstickstoffbestimmung, besonders wenn freies Ammoniak zuvor 
entfernt werden muB, viel gréBer als bei der Ammoniakbestimmung. 
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Uber eine Aspartasewirkung der Hefe. 


3. Charakter der Reaktion. 


Es war jetzt zu priifen, ob die beobachtete Ammoniakabspaltung 
aus der Asparaginsaure durch Hefeautolysat tatsachlich enzymatischer 
Natur ist, oder ob sie nicht durch Bakterieninfektionen bzw. durch reine 
Hydrolyse zustande kommt. 

Beziiglich der Bakterieninfektion ist zu sagen, da die Versuche fast 
3° Toluol enthielten, weshalb sie aus dem schon angefiihrten Grunde tags- 
iiber 6fter geschiittelt und nach jeder Probeentnahme mit etwas Toluol ver- 
setzt wurden. Vorher erfolgte stets eine mikroskopische Kontrolle, wobei 
meist keine, in vereinzelten Fallen nur sporadisch Stabchen zu sehen waren. 
AuBerdem kamen Forcierversuche zum Ansatz durch Einimpfen von Proben 
in schwach alkalische Nahrbouillon sowie durch Anlegen von Nahrgelatine- 
platten. Erstere wurden bei 37°, letztere bei 20° mehrere Tage lang bebriitet. 
Die Proben blieben steril. Auch bei Versuchen, die zur Priifung der Frage 
nach dem Zustandekommen der Ammoniakabspaltung aus Asparaginséure 
durch Fremdorganismen durchgefiihrt wurden und bei denen das Mikro- 
-kopieren und die Forcierproben nach jeder Probeentnahme erfolgten, 
ergab sich das gleiche Bild wie oben: Die Hauptversuche zeigten gegeniiber 
den Kontrollen Ammoniakzunahme, obgleich mittels der angegebenen 
Methoden keine Infektionen nachzuweisen waren. 

Zur Entscheidung der Frage, ob das Ammoniak aus der Asparagin- 
siure nicht durch einfache Hydrolyse in dem schwach alkalischen 
Milieu wahrend der relativ langen Versuchsdauer abgespalten wird, 
wurden wie oben Haupt- und Kontrollversuche mit und ohne Asparagin- 
siure durchgefiihrt, wobei das Autolysat vor der Zugabe durch Hitze 
inaktiviert wurde. Nach dem Einstellen auf py = 8,0 wurden die 
Versuche bei 37° durchgefiihrt, doch zeigten nach einer zwei- bis drei- 
wochigen Versuchsdauer die Ammoniakbestimmungen zwischen 
den Hauptversuchen und den Kontrollen keine Unterschiede. Es wird 
demnach unter den Versuchsbedingungen durch reine Hydrolyse kein 
Ammoniak abgespalten. 

Das Ergebnis dieser Versuche gestattet den SchlubB, daB die Ab- 
spaltung von Ammoniak aus Asparaginséure durch Enzymwirkung 
bedingt ist. 


4. Variation der Spaltversuche. 


Es sollte nun gepriift werden, ob sich das Spaltungsergebnis nicht 
durch Anderung der Asparaginsdurekonzentration und Autolysat- 
mengen verbessern laBt. AuGBerdem wurde einem Ansatz nach zehn- 
tagiger Versuchsdauer von neuem frisches Autolysat zugesetzt. 


Versuch 1 wurde mit 1 g Asparaginséure in 30 cem Wasser und 20 cem 
Autolysat angesetzt. Versuch 2 mit 5 g Asparaginsaéure in 70 cem Wasser 
und 10cem Autolysat erhielt nach 10 Tagen einen Zusatz von frischem 
Autolysat; die Kontrollversuche wurden in gleicher Weise behandelt. 
Sonstige Bedingungen wie oben angegeben. Die Tabelle II bringt die 
Ergebnisse. 
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Tabelle II. 





Versuch 1 Versuch 2 

Zeit aaa 
in mg abgespaltener Abgespaltener mg abgespaltener 
Tagen | NHg-N in 9%o 








Abgespaltener 
NH;-N in 


aye . 37+ 
in 0,25ceem Probe in 0,10 cem Probe 


0,0111 | 2,1 0,0118 
0,0158 3,0 0,0211 
0,0347 6,6 0,0408 
0,0473 9,0 0,0625 
0,0584 11,1 0,0717 
0,0631 12,0 0,0699 
0,0700 13,3 0,0761 
0,0684 13,0 0,0761 

Die Zahlen lassen erkennen, daB weder eine Anderung der Substrat. 
konzentration oder der Menge des Autolysats, noch ein weiterer Zusatz 
von frischem Autolysat im Verlauf des Versuchs zu gréBeren Spaltungen 
fiihrt. 

5. Verschiedenartige Autolysate. 

In weiteren Versuchen habén wir die Bedingungen der Autolysat. 
herstellung variiert. Da die einzelnen Untersuchungen zeitlich aus. 
einanderlagen, so muBten wir, um die Wirkungsunterschiede zwischen 
normalem und modifiziertem Schnellautolysat kennenzulernen, jedes- 
mal zwei gleiche Proben ansetzen, von denen die eine mit 
normalem, die andere mit modifiziertem Schnellautolysat beschickt 
wurde. Es sei gleich vorweggenommen, daB mit Hilfe der Varianten 
keine besseren Ergebnisse zu erzielen waren als mit den normalen 
Schnellautolysaten, weshalb von der Wiedergabe des umfangreichen 
Zahlenmaterials abgesehen wird. Die einzelnen Modifikationen waren 
folgende: ‘ 

a) Schnellautolysat, das unter Einhaltung schwach alkalischer 
Reaktion noch weitere 6 bzw. 15 Stunden autolysiert und dann erst 
zu den Spaltungsversuchen verwendet wurde. 

b) Ein in Anlehnung an die von Willstdtter und seiner Schule ein- 
gefiihrte Arbeitsweise noch weiter fraktioniert autolysiertes Schnell- 
autolysat. 

c) Schnellautolysat, das noch der Einwirkung von aus Langmalz 
hergestelltem Malzauszug unterworfen wurde, und 

d) ein Schnellautolysat, bei dem das Enzym in unverdiinnter 
Form auf die Asparaginsiure zur Einwirkung gelangte, wobei letztere 
eventuell eine Schutzwirkung auf die Aspartase hatte ausiiben kénnen. 


6. Aspartasewirkung verschiedener Hefeproben. 


Die Arbeiten iiber die Anwesenheit von Aspartase in Hefe erstreckten 
sich iiber eine geraume Zeit. Es gelangte stets dieselbe Hefe derselben 
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Brauerei zur Verwendung, doch zeigten die Hefeproben trotz gleicher 
Zubereitung nicht immer die gleiche enzymatische Wirksamkeit. In 
einzelnen Fallen wurden innerhalb der oben angegebenen Versuchszeiten 
15 bis 17%, manchmal noch etwas mehr des Gesamtstickstoffs der 
vorgelegten Asparaginsiure abgespalten, bei anderen Versuchen aber 
wurden weit geringere Umsiatze beobachtet (z. B. nach 10 Tagen nur 
6,5°,), die sich auch nach langerer Versuchsdauer nicht mehr wesentlich 
erhohten (nach 14 Tagen 7,5°%). Bei diesen Versuchen war die Spaltung 
von ungefahr derselben Grépenordnung wie bei den Versuchen Virtanens 
und Tarnanens mit Erbsenkeimlingen und Rotklee. Die Ammoniak- 
ausbeuten der meisten Versuche lagen zwischen den angegebenen Grenz- 
werten, im Mittel um etwa 13°. Der Spaltungsverlauf einiger aus dem 
umfangreichen Versuchsmaterial herausgegriffener Experimente ist in 
Abb. 1 veranschaulicht. 
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7. Charakterisierung der Aspartasereaktion. 


Es war nun noch der Charakter der Aspartasereaktion, der Des- 
aminierung der Asparaginséure zu Fumarsaure, zu zeigen. Hs mufte 
also aus den Versuchsansdtzen Fumarsdure zu isolieren sein, wenn diese 
nicht durch weitere enzymatische Prozesse in Apfelsiure oder Milch- 
siure (eventuell Bernsteinsiure) verwandelt wird. 

Es war wiinschenswert, iiber eine Methode zu verfiigen, die eine 
rasche Feststellung des Fumarsaureanteiles im Atherextrakt des Reak- 
tionsgemisches gestattet. Butkewitsch und Fedoroff! bestimmten die 
Fumarsaéure in wasseriger, schwefelsaurer Lésung in der Hitze durch 
Titration mit Permanganat. Da aber in dem Atherriickstand auch mit 
der Anwesenheit von etwas Asparaginsiure gerechnet werden muBte, 
so wurde das Verhalten eines Gemenges dieser Saiuren bei der Per- 
manganattitration untersucht, wobei sich herausstellte, daB unter den 
Bedingungen der Bestimmung durch Asparaginsiure kein Permanganat 
verbraucht wird. 


1 Diese Zeitschr. 207, 302, 1929. 
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Um iiber die zweckmaBigste Art der Aufarbeitung Aufschlu{) zy 
erhalten, muBten verschiedene Vorversuche mit einem Gemenge yon 
Fumarsiure und Asparaginsdure, deren Lésung Zusatze von inakti. 
viertem Hefeautolysat erhielt, durchgefiihrt werden. Am einfachsten 
gestaltet sich der Arbeitsgang, wenn man die noch etwas nachalkalisierte 
Probe auf dem Wasserbad erhitzt, heif filtriert, mit Schwefelsiure 
versetzt und ersch6pfend ausathert. Auf diese Weise kamen die meister 
Ansatze zur Aufarbeitung. Der nach dem Abdestillieren des Athers 
resultierende Riickstand wurde in heiBem Wasser aufgenommen, dic 
gelblich gefirbte Lésung mit Aktivkohle erhitzt, das Filtrat eingeengt 
und zum Kristallisieren gebracht. Die schwach gefarbten Kristalle 
konnten nach neuerlicher Behandlung mit Kohle durch Umkristallisieren 
gereinigt, abgesaugt und im Vakuumexsikkator iiber Chlorcalcium 
getrocknet werden. 

Die gereinigten und trockenen Kristalle wurden nun auf ihre 
Identitaét mit Fumarsaure untersucht. Die Titration mit Permanganat 
nach Butkewitsch und Fedoroff sprach fiir reine Fumarsaure. 

Zur Titration verwendet: 0,0718 g, gefunden: 0,0703 g Fumarsaure, 
0,0386 g, ms 0,0386 g 9 

Im geschlossenen Rohr schmolz die Substanz unter den charakteristi 
schen Erscheinungen (Sublimatbildung) bei 282°. Der Mischschmelzpunkt 
ergab dieselbe Zahl. Die Mikroelementaranalyse brachte folgende Werte 

berechnet (fit Fumarsaure): 41,37°, C und 3,474°, H, 
gefunden: 41,41°,C  ,, 3,686°, H. 

Die aus den Spaltungsversuchen isolierte Substanz war demnach 
reine Fumarsaure und die Desaminierung der Asparaginsdure eine durch 
Aspartase bewirkte Reaktion. 

Es wurden auch zwei Kontrollansatze auf den Gehalt an Fumarsiure 
gepriift, doch war in den zur Aufarbeitung nach obiger Methode gelangten 
Autolysatmengen keine Fumarséiure nachweisbar. Die in den Haupt 
versuchen gefundene Fumarséure muBte also aus der vorgelegten Asparagin 
saure stammen. 

Es gelang auch, aus einem gr6Beren Versuchsansatz mit Asparagin 
Fumarsaure zu isolieren, da ja das verwendete Autolysat, wie schon 
oben erwahnt, starke Asparaginasewirkung zeigt. Von der Aminogruppe 
der gebildeten Asparaginséure hatten etwa 8°, eine Umsetzung durch 
Aspartase erfahren. 


8. Versuche mit Glutaminsdure. 


Da die Hefe bekanntlich viel mehr Glutaminsaure als Asparaginsaure 
enthalt, so hatte man erwarten kénnen, daB in ihr auch ein Enzym vom 
Typ der Aspartase vorhanden sei, das in analoger Weise Glutaminsaure 
durch Ammoniakabspaltung in Glutaconsaure iiberzufiihren vermag. Fs 
wurden mit Glutaminsaure alle unter 5 beschriebenen Versuche angestellt. 
doch waren alle bis auf einige wenige negativ, bei denen maximal etwa 3 
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des Glutaminsaurestickstoffs in Freiheit gesetzt wurden. Auch mit Glyko- 
koll, Alanin und Leucin erzielten wir nur negative Ergebnisse, wie schon 
anfangs erwahnt wurde. 


Es ware also moéglich, daB bei der alkalischen Hefeautolyse die 


Abnahme an Formolstickstoff und Zunahme an Saure zum Teil durch 
Aspartasewirkung oder durch analoge, bis jetzt noch unbekannte 
Reaktionen bedingt wird. Allerdings war in den nur Hefeautolysat 
enthaltenden Leerversuchen Fumarsaure bis jetzt nicht nachweisbar ; 
vielleicht ware hierzu die Aufarbeitung gréBerer Autolysatmengen 
notig gewesen. 

Untergarige Brauereihefe besitzt demnach neben dem oxydativ 
desaminierenden Fermentsystem, durch welches Asparaginsdure in 
Oxalessigsiure verwandelt wird, und einem wahrscheinlich hydrolytisch 
desaminierenden Enzym, das auf Grund der Beobachtung von F.Glimm 
und M. Nitzsche! bei der Uberfiihrung von Asparagin in Malamidsaure 
wirken miBte, noch Aspartase. Die Entstehung der Apfelsiure kénnte 
demnach in manchen Fallen auch den Weg iiber die Fumarsiure nehmen. 
Welche Méglichkeiten die Hefe jeweils wahlt, laBt sich vorliufig nicht 
sagen. 


1 Diese Zeitschr. 268, 444, 1934. 





Uber die chemische Umsetzung der glatten Muskulatur'’. 


I. Mitteilung: 
Zur Chemie der glatten Muskulatur. 
(Muskelmagen von Taube und Huhn.) 


Von 
Ernst Dworaezek und H. K. Barrenscheen. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien 2) 


(Eingegangen am 13. Juli 1937.) 


Einleitung. 


Wahrend die chemische Umsetzung im quergestreiften Muskel durch 
die Untersuchungen der letzten Jahre weitgehend geklart wurde — es 
sei hier an die Arbeiten von Meyerhof und seiner Schule einerseits und von 
Parnas und seinen Mitarbeitern andererseits erinnert —, ist die glatte 
Muskulatur bisher kaum Gegenstand einschlagiger Untersuchungen 
gewesen. Bei der oft recht betrachtlichen mechanischen Leistung des 
glatten Muskels muB sich die Frage erheben: Sind die Quellen der Energie 
und die Wege, auf denen sie gewonnen wird, die gleichen wie im Skelett- 
muskel? Voraussetzung fiir die Beantwortung ist die genaue Kenntnis 
der in Frage kommenden Bausteirie in quantitativer und qualitativer 
Hinsicht. Untersuchungen iiber die chemische Zusammensetzung der 
glatten Muskulatur liegen in der alteren Literatur wohl vor — siehe die 
Zusammenstellung in dem Artikel von Fiirth* in Oppenheimers Handbuch 
der Biochemie —, fiir die Beantwortung der wichtigsten Fragen der 
chemischen Physiologie des glatten Muskels haben aber diese Unter- 
suchungen heute nur mehr einen beschrankten Wert, da sie entsprechend 
den damaligen Kenntnissen wesentliche Voraussetzungen nicht beriick- 
sichtigten. Einen Teil der hier klaffenden Liicke sollen die nachstehenden 
Untersuchungen ausfiillen. 


I. Der séurelésliche Phosphor und seine Hydrolysenkurve. 


Von Untersuchungen iiber den Phosphorgehalt des glatten Muskels 
im Vergleich zu dem des quergestreiften Muskels sind aus 4lterer Zeit 
in erster Linie die von Costantino’ zu nennen, der solche sowohl an der 
glatten Muskulatur des Saugetieres (Magen und retractor penis vom 


1 Otto v. Fiirth zam 70. Geburtstag. — ? Ausgefiihrt mit Unterstiitzung 
der Seegen-Stiftung der Akademie der Wissenschaften in Wien. — * O. Fiirth, 
Oppenheimers Handb. d. Biochem., II. Aufl., 4, 297, 1925. — * Costantino, 
diese Zeitschr. 48, 165, 1912; Arch. d. Farm. sperim. 18, 425—433, 1914: 
Ref. Centralbl. f. Bakt. 1, 486, 1915; ebenda 20, 276—302, 1915; Ref. 
Centralbl. f. Bakt. 1, 375, 1916. 
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Ochsen, Uterus der Kuh), sowie vergleichend an der glatten und quer- 
gestreiften Muskulatur bei Végeln durchgefiihrt hat. Fiir die moderne 
Frayvestellung tiber die Bedeutung der einzelnen Phosphorsaurefraktionen 
haben jedoch die sonst sehr sorgfaltigen Untersuchungen Costantinos, 
die teils an Schlachthausmaterial ohne jede besondere Vorsicht durch- 
gefiihrt wurden, keinerlei Bedeutung mehr. Das gleiche gilt fiir die 
Untersuchungen von Saiki', die unter der Leitung von Lafayette B. 
Mendel durchgefiihrt wurden. 


Unsere eigenen Untersuchungen beschrankten sich auf den Muskel- 
magen von Huhn und Taube. Wir haben dieses Material in erster Linie 
aus dem Grunde gewahlt, weil es im Gegensatz zu anderen Organen am 
ehesten gestattet, die glatte Muskulatur frei von anderen, in ihrer Menge 
nicht abzuschaétzenden Gewebsbestandteilen (Schleimhaut, Binde- 
gewebe usw.) zu praparieren. Einen Nachteil hat freilich die Be- 
schrankung auf dieses Objekt, daB sich Verletzungen des Organs bei der 
Praparation nicht vermeiden lassen, so daB auch unsere besten Werte 
nur mit Vorbehalt als den physiologischen Verhaltnissen entsprechend 
angesehen werden k6nnen. 


Welche Bedeutung die mechanische Zerkleinerung und ganz all- 
gemein das Trauma fiir die Resultate bei der glatten Muskulatur hat, 
zeigt am besten ein Vergleich zwischen den am Muskelbrei gewonnenen 
Werten gegeniiber den Werten, welche durch Verreiben der Muskulatur 
unter eisgekiihlter Trichloressigsiure mit Quarzsand gewonnen wurden. 


Tabelle I. 





Anor- | Hydrolysierbarer P | Gesamts&ure- 


Muskelmagen Huhn ganischer P | nach 7 Min. Hydrolyse | léslicher P 
mg-/o mg-9/9 mg-°/o 





a) in eisgekiih]ter Trichlor- 
essigsiue verrieben ... 35,5 50,0 88,8 


b) gewohnlicher Muskel- 
brei 49,4 88,8 


Im Muskelbrei, der durch Vermahlen des noch lebenswarmen 
Muskels im Hoffmeisterschen Apparat gewonnen wurde, ist die Menge 
des anorganischen P 50°, und mehr des gesamtsaureldéslichen P, ganz 
in Ubereinstimmung mit den alteren Angaben von Costantino u. a. 
Die Hydrolyse gibt so gut wie keinen leicht hydrolysierbaren P oder im 
giinstigsten Falle geringfiigige Mengen. Ganz anders, wenn man die 
Muskulatur in eisgekiihlter Trichloressigsiure verreibt. Hier liegt die 
Menge des anorganischen P doch wesentlich unter 50°, des gesamt- 


1 Saiki, J. of biol. Chem. 4, 483, 1908. 
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saureloslichen P; die Hydrolyse ergibt einen zwischen 15 und 20 mg 
liegenden Wert an leicht hydrolysierbarem P, welcher fast vollstan«ig 
der Adenosintriphosphorsaiure angehért. 


Tabelle II. 





mg-°/5 hydrolysierbarer 


Anor- P nach Gesamtsaur 
Muskelmagen Huhn ganischer P RE rhca da niis o.. lislicher P 
mg-9/, 7 Min. $15 Min. | 30 Min. mg-0 









in eisgekiihlter Trichlor- 34.8 57,5 | 57,5 = 84,5 
essigsiure 38,1 60,8 61,5 69,0 94,1 



















Hand in Hand mit diesem explosionsartigen Zerfall der leicht 
hydrolysierbaren Anteile des Phosphors geht ein ungemein rascher 
Zerfall auch anderer P-Fraktionen. Am sinnfalligsten wird dies, wenn 
man den Brei aus glatter Muskulatur fiir wenige Stunden bei 37° inku- 
biert. Wahrend im Muskelbrei aus quergestreifter Muskulatur in kurz- 
fristigen Versuchen niemals eine Zunahme des gesamtsaurelislichen P 
zu beobachten ist, vielmehr nur ein mehr oder minder weitgehender 
Zerfall der diversen Esterfraktionen in anorganisches Phosphat in Er. 
scheinung tritt, kann der anorganische P im Brei aus glatter Muskulatur 
Werte erreichen, die nahe an den bei unmittelbarer Verarbeitung 
erhaltenen des gesamtsaureléslichen P liegen. Der gesamtsaurelésliche P 
zeigt eine betrachtliche Zunahme gegeniiber dem frisch verarbeiteten 
Material. 

Tabelle III. 





mg-°/9 hydrolysierbarer P || Gesamt- 


Anor- nach siiure- 


Muskelmagen Taube ganischer P 


' léslicher 
mg-/5 7Min. 15 Min. | 30 Min. 60 Min. 120Min.)  mg- 











a) sofort verarbeitet 48,5 57,1 | 57,5 | 57,1 | 64,0 | 64,0 93,6 
b) nach 3 Std. Brut- 
schrank bei 37° 78,4 81,6 | 81,6 81,6 | 81,6 84,2 108, 1 
a) Muskelbrei, sofort 
* verarbeitet ..... 59,3 59,3 61,5 62,3 - 94,7 
b) nach 3 Std. Brut- 


schrank bei 37° 80,0 83,8 88,9 88,9 88,9 | 88,9 104,6 













Ein derartiges Verhalten ist bei der Autolyse der glatten Saugetier- 

muskulatur (retractor penis) von Costantino bereits beschrieben worden, 
‘ wahrend der gleiche Autor an der glatten Muskulatur des Huhns eine 
solche Vermehrung vermiBt hat. Offenbar hat Costantino die Mus- 
kulatur zu einer Zeit verarbeitet, als bereits die maximale Aufspaltung 
erfolgt war. Welcher Quelle dieses neuauftretende séurelésliche Phosphat 
entstammt, laBt sich nicht entscheiden. In Frage kame neben Phospha- 
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tid-P, an dem die glatte Muskulatur relativ reich ist, auch in erster 
Linie der aus den Nucleinsiuren stammende P, der hier im glatten 
Muskel, im Gegensatz zum quergestreiften, quantitativ viel mehr hervor- 
tritt. Weniger wahrscheinlich ist die auch in fritherer Zeit erérterte 
Annahme, da im glatten Muskel ein Phosphorprotein enthalten 
ist, das als Quelle fiir diesen Phosphorséurezuwachs in Frage kommen 
sollte. Diese Abspaltung von Phosphorsiure aus primar nicht saure- 
léslicher Form setzt ungemein rasch ein. Differenzen in der Verarbeitung 
von Parallelproben von wenigen Minuten ergeben bereits in der spater 
verarbeiteten Probe eine Zunahme des gesamtsaureléslichen Phosphats, 
die betrachtlich iiber der Fehlerbreite der Methodik liegt. 


II. Wahrer anorganischer Phosphor, Kreatinphosphorsdure, Kreatin- und 
Kreatiningehalt. 

Die bei Verreiben der Muskulatur in eisgekiihlter Trichloressigsiure 
erhaltenen relativ niedrigen Werte fiir den anorganischen P stellen 
jedoch durchaus nicht den wahren anorganischen Phosphor dar, sondern 
enthalten zweifellos auch den durch die Saurewirkung abgespaltenen 
Kreatinphosphorsaure-P. Wahrend Eggleton! im glatten Muskel 
(Froschmagen) das Phosphagen vermibte, konnte Zanghi® in der 
glatten Muskulatur verschiedener Organe durchgehend gut bestimmbare 
Mengen von Phosphagen nachweisen. Im Muskelmagen der Végel ergab 
sich insofern eine Differenz, als der Phosphagengehalt im Magen kérner- 
fressender Végel durchschnittlich héher gefunden wurde als in dem 
fleischfressender, ein Ergebnis, das von Zanghi dahin gedeutet wurde, 
da8 die mechanische Leistung des Magens kérnerfressender Tiere be- 
trichtlich héher ist, als die des Magens fleischfressender Vogel. 

Die eigenen Untersuchungen wurden durchwegs am Muskelmagen 
vom Huhn ausgefiihrt, und zwar wurde der wahre anorganische P und 
Phosphagen-P nach der Methodik von Fiske und Subbarow® bestimmt. 
Parallel damit wurde jeweils eine Bestimmung des praformierten und 
des Gesamtkreatinins durchgefiihrt. Die Methodik baute sich hier auf 
der von Hahn und Barkan bzw. Hahn und Schaefer* durchgearbeiteten 
auf, die sinngemaB fiir kleinere Mengen Materials, 1 bis 4 g Muskulatur, 
angewandt wurde. Die Ergebnisse, die in nachstehender Tabelle zu- 
sammengefaBt sind, ergeben einen allerdings nicht betrachtlichen Gehalt 
an Phosphagen-P. Der wahre anorganische P liegt nach diesen Er- 
gebnissen wesentlich niedriger als in den bisherigen Versuchen. 


1 Eggleton, J. of Physiol. 68, 155, 1927. — * Zanghi, Bull. di Soe. 
ital. biol. sperim. 4, 332, 1929; 4, 719, 1929; Arch. di Fisiol. 28, 372, 1930. 
— 3 Fiske u. Subbarow, J. of biol. Chem. 81, 629, 1929. — 4 Hahn u. Bar- 
kan, Zeitschr. f. Biol. 72, 305, 1920; Hahn u. Schaefer, ebenda 78, 156, 
1923. 
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Tabelle IV. 





ier Wahrer Anorganischer P P nach 7Min. Gesamtsiiur, 
Versuch | anorganischer P | + Phosphagen-P | Phosphagen-P Hydrolyse lislicher | 
Nr. mg-°/> mg-°/» mg-°/9 mg-°/9 meg-' 
6 24,27 27,58 3,31 44,45 61,54 
7 25,00 27,40 2.40 48,78 64,00 


Gegeniiber dem Skelettmuskel, bei dem nach den Untersuchungen 
von Fiske und Subbarow der Phosphagen-P durchschnittlich das Zwei. 
bis Vierfache des anorganischen P betragt, tritt die Menge des Phos. 
phagen-P hier wesentlich zuriick. Das kann seinen Grund nicht nur in 
den an sich wesentlich niedrigeren Kreatinwerten des glatten Muskels 
haben. Berechnet man die aus den Kreatinwerten sich ergebenden 
theoretischen Werte fiir Phosphagen-P, so ergeben sich hier Zahlen, die 
rund zwischen 20 und 40 mg-°%, Phosphagen-P liegen. 


Tabelle V. 





Cintinis pe a gd Praformiertes Kreatin Berechneter Kreatin- 
ersuch | Gesamtkreatinin Kreatinin als Kreatinin phosphorsaure-P 


Nr. mg-°/o mg-°/o mg-° 9 mg-°/o 


104,64 16,31 88,32 24,2% 

102,2 19,1 83,1 22,09 

157,5 11,97 145,53 39,92 

9 150,2 9,73 140,47 38,53 
10 166,2 12,93 153,67 42,16 


Offenbar liegen die Verhaltnisse im glatten Muskel derart, daB auch 
bei Anwendung gr6éBter Vorsicht und bei méglichst raschem Arbeiten 
die Hauptmenge des Phosphagens bereits zerfallen ist. Wir haben auch 
tatsachlich in einer Reihe von Versuchen keinen Phosphagen-P mehr 
nachweisen kénnen, offenbar weil unsere Art der Praparation zu 
langsam war. 


III. Ammoniakbildung und Phosphorsdurcabspaltung. 

Uber die Ammoniakbildung im glatten Muskel liegen Angaben von 
Parnas! vor, der u.a. auch die traumatische Ammoniakbildung im 
Muskelmagen der Taube untersucht hat. Unsere Untersuchungen, die 
durchwegs am Muskelmagen des Huhns durchgefiihrt wurden, be- 
zweckten nicht nur, das AusmaB der traumatischen Ammoniakbildung 
zu untersuchen, sondern hatten auch die maximale Ammoniakbildung 
und die gleichzeitige Kontrolle der Phosphorsdurebildung zum Gegen- 
stand. Uber die Ergebnisse der traumatischen Ammoniakbildung 
orientiert Tabelle VI. 


1 Parnas u. Mozotowski, diese Zeitschr. 184, 399, 1927. 
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Tabelle VI. 





ae | NH3-N mg-°/o i NH3-N mg-°/o 
ach |__ || NH,-N gebildet | Versuch =O NH,-N gebildet 
i Borat Wasser Borat Wasser 


3,1 ee 1,23 
3,1 1,7 6 || 1,55 
2,56 1,38 16 1,30 


Durchschnittlich liegen unsere Werte fiir das _praformierte 
Ammoniak hoéher als die von Parnas angegebenen, bedingt offenbar 
dadurch, daB schon die Praparation zu einer betrachtlichen Steigerung 
des Ammoniaks fiihrt. Die traumatische Ammoniakbildung bewegt 
sich zwischen 0,94 und 1,7 mg-°%,. Bestimmt man in derartigen Ver- 
suchen parallel das anorganische Phosphat in den Boratansatzen bzw. in 
den Ansatzen mit Wasser, so ergibt sich, daB die Menge des abgespaltenen 
Ammoniak-N zu der Menge Phosphorsaure, die in Freiheit gesetzt wird, 
durchaus nicht dem zu erwartenden Verhaltnis N: P = 1:2 entspricht, 
wie es der Aufspaltung der Adenosintriphosphorsiure zu Inosinsadure 
und Phosphorséure entsprechen sollte, vielmehr werden pro Mol 
Ammoniak-N rund 7 bis 8 Mole P in Freiheit gesetzt. Es lauft also 
neben diesem ProzeB der Aufspaltung der Adenosintriphosphorsaure 
noch ein zweiter dephosphorylierender Prozeb. 


Tabelle VII. 





Verhiltnis 
|| mehrgespaltener 
NH,-N : mehr- 


a) Borat | b) Wasser Diff. b—a_ ec) Borat d) Wasser | Diff. d—c || 4. oo, 
| 3 PO4- 


Ver NH;-N mg-®/ Anorganischer P mg-®/9 
such 





Nr. 


14 23 | 217 0,94 35,5 


| 47,0 11,5 1: 6,95 
15 2,59 1,04 37,7 | 56,! 18,6 1: 8,08 


2,39 1,09 34,4 18,9 1: 7,83 


Mehr Einblick in diese Verhaltnisse gewahren jedoch Versuche, in 
denen die Ammoniakbildung durch Inkubation in 2% igem Bicarbonat 
bei 37° 3 Stunden lang neben dem anorganischen und dem nach 
7 Minuten Hydrolyse abspaltbaren P bestimmt wurde. Setzt man in 
derartigen Versuchen die nach 3 Stunden in Bicarbonatlésung gebildete 
Ammoniakmenge zu dem urspriinglich vorhandenen, leicht hydrolysier- 
baren Phosphat in Parallele, so ergibt sich, daB die bei dieser Versuchs- 
anordnung wohl zur Ganze dem Adeninnucleotid entstammende Am- 
moniakmenge zu dem der Adenosintriphosphorsdure entsprechenden 
leicht hydrolysierbaren P fast genau das Verhaltnis N: P wie 1: 1 ergibt. 

Versuch 11. Direkt bestimmter NH,-N 1,81 mg-°,, nach 3 Stunden 


Bicarbonat (37°) 9,8 mg-°%, NH,-N gebildet 7,99 mg-®,. Anorganischer P 
39,8 mg-%, leicht hydrolysierbarer P (ATP.-Fraktion) 15,76 mg-°,. 





394 E. Dworaczek u. H. K. Barrenscheen: 


Verhaltnis NH,-N gebildet zu leicht hydrolysierbarem P = 1: (59 

Versuch 16. Direkt bestimmter NH,-N 1,3 mg-°,, nach 3 Stunden 
Bicarbonat (37°) 8,34 mg-°,, NH,-N gebildet 7,04 mg-°,. Anorganischer P 
34,4 mg-°.,, leicht hydrolysierbarer P (ATP.-Fraktion) 15,6 mg-°,. 

Verhaltnis NH,-N gebildet zu leicht hydrolysierbarem P = 1: 1. 


Das deutet wohl darauf hin, daB im Moment der Verarbeituny dic 
Adenosintriphosphorsaure bereits in die Diphosphorséure umgewandelt 
worden war, eine neuerliche Bestatigung unserer friiheren Beobachtungen, 
daB in der glatten Muskulatur der Zerfall der Adenosintriphosphorsaure 
mit groBer Geschwindigkeit erfolgen muB. 


IV. Isclierung der Adenosintriphosphorsdure aus der glatten Muskulatur des 
Vogelmagens und Identifizierung mit der Adenosintriphosphorsdure ‘ies 
quergestreiften Muskels. 

Der in allen unseren Versuchen beobachtete ungemein rasche 
Zerfall der Adenosintriphosphorsaure im glatten Muskel lieB von vorn 
herein die Aussichten auf Isolierung der Adenosintriphosphorsaure aus 
diesem Material wenig giinstig erscheinen. Trotzdem erschien ein 
Versuch wiinschenswert, da mit einer Isolierung und Identifizierung 
die Méglichkeit der Existenz verschiedener Adenosintriphosphorsauren 
bzw. deren Identitat zu beweisen war. Nach einigen fehlgeschlagenen 
Versuchen ist uns nun die Isolierung und Identifizierung der Adenosin- 


triphosphorsiure aus glattem Muskel mit der aus quergestreifte: 
Muskulatur auf folgendem Wege gelungen. 


Die Isolierung der Adenosintriphosphorséure erfolgte nach der mit 
Filz' ausgearbeiteten Methodik aus der Magenmuskulatur von zehn Hiihnern 
durch Fallung aus dem Trichloressigsiureextrakt mit alkalischer Ca(, 
Lésung und weiterer Verarbeitung iiber das Hg-Salz und Ca-Salz in das Ag 
Salz. Die Ausbeuten an Ag-Salz betrugen 91 m&, gegeniiber den aus quer- 
gestreifter Muskulatur zu erhaltenden Ausbeuten eine verschwindende 
Menge. Da bei dieser niedrigen Ausbeute eine Identifizierung mit de: 
Adenosintriphosphorséiure aus quergestreifter Muskulatur durch analyt: 
schen Vergleich, Hydrolysenkurve, optische Drehung usw. aussichtslos 
erschien, haben wir die Identifizierung durch Uberfiihrung in das Akridinsalz 
nach der Methodik von Wagner-Jauregg? durchgefiihrt : 


91 mg, das ist die gesamte Ausbeute von Ag-Salz aus glatter Muskulatur, 
wurden mit ]1eem n/2 HCl umgesetzt, vom Chlorsilber abgesaugt und 
dieses mit 1 eem n/2 HCl nachgewaschen. Das vereinigte Filtrat und Wasch- 
wasser wurde in einem Zentrifugenglaschen mit einer Lésung von 60 mg 
nach der Vorschrift von Wagner-Jauregg gereinigten Akridins in 1 ccm 
n/2 HCl versetzt, mit 2n Natronlauge bis zur eben kongosauren Reaktion 
abgestumpft und sofort zentrifugiert. Der kristalline Niederschlag wurde 
einmal mit Alkohol-Ather und dann mit Ather zur Entfernung iiber- 

' Barrenscheen u. Filz, diese Zeitschr. 250, 281, 1932. — * Wagner 
Jauregg, Zeitschr. f. phys. Chem. 289, 188, 1936. 
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.chussigen Akridins gewaschen und einmal aus heiB8em Wasser umkristalli- 
siert. Ausbeute nach dem Trocknen 27,8 mg. In gleicher Weise wurde das 
Akridinsalz aus 230,45 mg Adenosintriphosphorsiure aus quergestreiftem 
Muskel dargestellt und in einer Ausbeute von 77,6 mg erhalten. Mikro- 
skopisch waren beide Fallungen identisch und entsprachen dem Akridinsalz 
der Adenosintriphosphorséure mit 2 Molekiilen Akridin. Dem entspricht 
auch der Schmelzpunkt und die Analyse der Verbindung. 





Schmelzpunkt 
Akridinsalz der Adeno- Akridinsalz der Adeno- 
sintriphosphorsdure sintriphosphorsiure aus 
aus glattem Muskel quergestreiftem Muskel | 





Mischschme!z- 
punkt 


Makro 207 205 207 
Mikro nach Kofler 208,5 208.5 208,2 


Analysen!: 
Akridinsalz der Adenosintriphosphorséure aus quergestreiftem Muskel : 
2,755 mg Substanz: 13,330 mg Ammoniumphosphormolybdat, 
,865 ,, Fe 0,297 cem N, (750 mm, 21°), 
3,890 ,, Pe 0,399 , N, (749 ,, 23%). 
P = 10,2%, 
N = 11,87, 11,65 %. 


2 


Akridinsalz der Adenosintriphosphorsiure aus glattem Muskel: 


4,270 mg Substanz: 27,425 mg Ammoniumphosphormolybdat, 
4,114 ,, - 0,411 cem N, (750mm, 21°). 

P= 9,9%, 

NW = 113,46%. 


Damit erscheint die Identitat der Adenosintriphosphorsaure aus 
glatter Muskulatur mit der aus quergestreifter bewiesen. 


Zusammenfassung. 

1. Es wird die Hydrolysenkurve. des sdureldslichen Phosphors fir 
lie glatte Muskulatur (Muskelmagen von Huhn und Taube) bestimmt. 
Nur unter Einhaltung entsprechender VorsichtsmaBregeln werden hier 
brauchbare Werte erhalten, da der Zerfall der organischen Phosphor- 
verbindungen im glatten Muskel ungemein rasch erfolgt. Kurzdauernde 
Autolyse fiihrt bereits zu einer betrdchtlichen Zunahme des gesamtsaure- 
(slichen Phosphats. 

2. Der Gehalt an Kreatinphosphorsdure im glatten Muskel wird 
sehr niedrig gefunden, doch diirfte dies seinen Grund in dem ungemein 


’ Fir die Durchfiihrung der Analysen sind wir Herrn Dr. Watzlaweck 
zu Dank verpflichtet. 
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raschen Zerfall des Phosphagens im glatten Muskel haben. Gesamr. 
kreatinin und Kreatin liegen betrachtlich unter den fiir den quer. 
gestreiften Muskel bekannten Werten. 


3. Die traumatische Ammoniakbildung des glatten Muskels |ieg: 
zwischen 0,94 und 1,7 mg-% NH,-N, somit wesentlich niedriger a|s 
beim quergestreiften Muskel. Bestimmt man die maximale Ammoniak. 
bildung in Bicarbonat in kurzfristigen Versuchen, so ergibt sich, da{ 
die gebildete NH,-Menge zu der Menge des der Adenosintriphosphor- 
siure entsprechenden leicht hydrolysierbaren Phosphors fast genau 
dem Verhaltnis 1:1 entspricht. Die Adenosintriphosphorsiure des 
glatten Muskels zerfallt offenbar — analog ihrem Verhalten im Herz. 
muskel — ungemein rasch zur Adenosindiphosphorsaure. 

4. Die Adenosintriphosphorsdure des glatten Muskels wurde isoliert 
und durch das Akridinsalz mit der Adenosintriphosphorsdure des quer- 
gestreiften Muskels identifiziert. 
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II. Mitteilung: 
Die Glykolyse der glatten Muskulatur (Magen des Huhns). 
Von 
Walter Meeraus und Gerhard Lorber. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 
Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Seegen-Stiftung der Akademie der 
Wissenschaften in Wien.) 


(Eingegangen am 13, Juli 1937.) 


Einleitung. 


Gegeniiber der groBen Zahl von Untersuchungen tiber die Glykolyse 
des Skelettmuskels ist die glatte Muskulatur bisher nur vereinzelt auf 
ihr glykolytisches Vermégen gepriift worden. Von Mangold und Mit- 
arbeitern? wurde die Milchsdurebildung bei der Totenstarre des Magens 
von Taube und Huhn untersucht und eine relativ langsame Milchsaure- 
bildung, die ihr Maximum nach 3 bis 4 Stunden erreicht, festgestellt. 
Vergleichende Untersuchungen tiber Milchséurebildung der Muskulatur 
von Warm- und Kaltbliitern gehen auf Evans* zuriick, der in der glatten 
Muskulatur eine geringere Zunahme der Milchséure im Vergleich zur 
quergestreiften Muskulatur feststellen konnte. Untersuchungen iiber 
das Verhalten der Methylenblaureduktion und der Reduktion von 
m-Dinitrobenzol durch glatte und quergestreifte Muskulatur veran- 
laBten 7T'subura 4 zu dem SchluB, daB der Unterschied zwischen beiden 
Muskelarten rein quantitativer Natur sein miisse. Die Art der inter- 
mediaren Stoffwechselvorginge im glatten und quergestreiften Muskel 
ist nach seiner Ansicht grundsatzlich die gleiche. Von Meyerhof und 
Lohmann *® wurde anlaBlich ihrer Untersuchungen tiber Atmung und 
Kohlenhydratumsatz tierischer Gewebe auch die Glykolyse in der 
glatten Muskulatur (Darmmuscularis des Frosches) untersucht. Nach 
diesen Untersuchungen bildet Glucose am meisten Milchsdéure, Fructose 
versagt vollkommen; die Milchsdéurebildung durch Starke und Glykogen 
ist schwach. Zu ahnlichen Ergebnissen kommt Ethel Ronzoni®. Nach 
ihren am Magen des Huhns ausgefiihrten Untersuchungen bildet Glucose 
wesentlich reichlichere Mengen von Milchsaure als Glykogen, im Gegen- 
satz. zum quergestreiften Muskel, der Glucose bei Abwesenheit von 
Glykogen nicht verwerten kann. Eine Bildung der Milchsaéure tiber 


1 Otto v. Fiirth zam 70. Geburtstag. — * Diese Zeitschr. 167, 1, 1926; 
169, 186, 1926. — * Biochem. J. 19, 1115, 1925. — * Ebenda 19, 397, 1925. — 
* Diese Zeitschr. 171, 381, 1926. — *® J. of biol. Chem. 78, LV, 1928. 

Biochemische Zeitschrift Band 292. 26 





398 W. Meeraus u. G. Lorber: 


Hexosephosphat glaubt Ronzoni ausschlieBen zu kénnen. Mit Riicksich; 
auf diese Befunde, welche scheinbar fiir die glatte Muskulatur eine, 
anderen Weg des Kohlenhydratabbaues voraussetzen als den der «wer. 
gestreiften Muskulatur, haben wir auf Veranlassung von Prof. //. K 
Barrenscheen die Untersuchungen tiber Glykolyse neuerlich aufye. 
nommen, gleichzeitig mit dem Ziel, den Weg des intermediaren Abbaues 
zur Milchsdure nach Méglichkeit klarzustellen. 


I, Milchsdurebildung der glatten Muskulatur aus verschiedenen Kolilen. 
hydraten. 

Zu den Versuchen verwendeten wir sowohl den Brei aus glatter 
Muskulatur (Magen des Huhns), als auch nach Meyerhof mit 0,9° iver 
Kaliumchloridlésung hergestellte Eatrakte. Da sich zwischen beiden 
Methoden kein Unterschied ergab, haben wir im weiteren Verlauf 
unserer Untersuchungen ausschlieBlich die Muskelextrakte verwendet, 
die im Verhaltnis: ein Teil Muskulatur zu drei Teilen Kaliumchlorid 
hergestellt wurden. Nur iiber die letzteren soll hier berichtet werden. 
In fast allen Versuchen wurde ‘parallel in gleicher Weise hergestellter 
Extrakt aus quergestreifter Muskulatur (weiBe Brustmuskulatur des 
Huhns) herangezogen. Die Ansatze enthielten fast durchgehend 5 ccm 
Extrakt, 3cem Puffer (Veronalpuffer nach Michaelis, py 7,6, bzw. 
Phosphatpuffer von gleichem px) und 2 ccm Zusatz. Versuchsdauer 
war stets 3 Stunden. 

An sich kann ein derartiger Muskelextrakt aus seinem vorhandenen 
Kohlenhydratbestand nicht unbetrachtliche Mengen Milchsaure bilden, 
wie nachstehender Versuch zeigt: 

Im Ansatz: 5cem Extrakt, 3cem Puffer, py 7,6, 2 cem Ringerlésung. 
Milchséure mg/Ansatz: 0,98, nach 3 Stunden 4,43 mg; Milchsaéurebildung 
3,45 mg. 

Dreistiindige Dialyse bei 37° hebt die Milchséurebildung fast voll- 
standig auf. Derartig abgeschwachte Extrakte zeigen beziiglich ihres 
Milchsdurebildungsvermégens eine gewisse Ahnlichkeit mit dem Ver. 
halten, das von Meyerhof und Lohmann bzw. Ronzoni fiir die glatte 
Muskulatur beschrieben wurde. Siehe nachstehenden Versuch: 

Extrakt 3 Stunden dialysiert. Milchséuremehrbildung aus Glucos: 
0,63 mg, aus Fructose 0,34 mg, aus Glykogen 0,29 mg, aus léslicher Starke 0. 

Gans anders, wenn man frischen Extrakt verwendet. Hier zeigt 
sich ein Verhalten, das dem des quergestreiften Muskels vollstdndig ¢nt- 


spricht. Aus Glucose und Fructose wird so gut wie keine zusatzliche 


Milchsdéure gebildet, wihrend Glykogen und Starke zu einer nicht wn- 
betrachtlichen Mehrbildung fiihren: 


Im Ansatz je 5cem Extrakt, 2cem Puffer, py 7,73, 3cem Zusatz mit 
je 20 mg Glucose, Fructose, Glykogen und léslicher Starke. Milchsaure- 
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mehrbildung gegeniiber der Kontrolle: Glucose 0, Fructose — 0,04, Glykogen 
1.58, Starke + 1,54 mg. 

Im Vergleich zum quergestreiften Muskel bleibt die Milchsaure- 
pildung im glatten Muskel in der Regel, und hier kénnen wir die Er- 
yebnisse der oben genannten Autoren bestatigen, wesentlich hinter der 
des quergestreiften Muskels zuriick und betragt meist nur ein Fiinftel 
bis ein Viertel des Betrages des von der Skelettmuskulatur erzielten 
Wertes. Unter Umstanden kann sie jedoch sehr betraichtliche Werte 
erreichen, wie nachstehender Versuch zeigt: 


Ansatz: je 6cem Extrakt, 2cem Puffer, 2cem Zusatz. 





Milchséuremehrbildung mg/Ansatz 


Zusatz 





glatte Muskulatur quergestreifte Muskulatur 


Glykogen 9,7 14,74 
Lisliche Starke ........ 12,82 


II. Die Wege der Milchsdurebildung in der glatten Muskulatur. 


Nach der eingangs erwahnten Anschauung von Ronzoni fiihrt der 
Weg zur Milchséure in der glatten Muskulatur nicht tiber Hexose- 
diphosphat. Diese an Hand von Phosphorsaurebilanzen ausgesprochene 
Ansicht halt nun einer Kritik nicht stand. Wie die voranstehenden 
Untersuchungen von Dworaczek und Barrenscheen zeigen, ist die Phos- 
phatabspaltung im glatten Muskel eine derartig rasche, daB eventuelle 
synthetische Prozesse glatt verdeckt werden kénnten. Im_ ibrigen 
vertritt auch Schmitz! die Anschauung, daB im glatten Muskel der Weg 
zur Milchséure nicht iiber das Lactacidogen fiihrt. Ware diese Auf- 
fassung richtig, dann diirfte der glatte Muskel aus Hexosediphosphat 
keine Milchsdure bilden. Dies trifft aber nicht zu, wie nachstehender 
Versuch zeigt. 

In den Ansitzen je 5 ccm Extrakt, 3cem Veronalpuffer, py 7,6, 2 eem 
Ringer mit 20mg Glykogen bzw. 40 mg hexosediphosphorsaures Calcium 
lésliches Salz nach Neuberg und Sabetay*). 

Milchséuremehrbildung gegeniiber der Kontrolle: Glykogen 0,86 mg, 
Hexosediphosphat 1,02 mg. 


Die Milchsaiurebildung ist zwar in diesem Versuch nicht tber- 
wiltigend, aber zweifellos vorhanden. Wir glauben aber noch aus 
inderen Griinden die Bedeutung des Hexosediphosphats fiir die Milch- 
siurebildung im quergestreiften Muskel behaupten zu kénnen, namlich 
aus der Tatsache, daB im Extrakt aus glatter Muskulatur genau so wie 


! Zeitschr. f. physiol. Chem. 144, 218, 1925. —- * Diese Zeitschr. 161, 
240, 1925. 
26 * 
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beim Skelettmuskel bei Zusatz von Glykogen anorganisches Phos pha; 
verschwindet, das nach den Untersuchungen von Parnas und Mitarbeitery! 
bei der Glykogenolyse mit der gebildeten Hexose verestert wird 
Wir bringen als Beispiel dafiir nachstehenden Versuch, in dem paralle| 
Milchsaurebildung und Phosphatschwund nach Zusatz von Glykogen 
zu glatter und quergestreifter Muskulatur untersucht wurde. 


Ansatze wie oben. 





0 o des 
urspriinglich 
vorhandenen 

| anorganischen 
P 


Michsdure- Phosphat- 


Muskulatar Zusatz mehrbildung | schwund abs. 


mg/Ansatz mg P/Ansatz 

Glykogen 1,38 — 0,43 56,43 

Quergestreift ' ae 4,19 — 1,24 62,00 
Glatt HDP-Ca 0,97 + 0,33 
Quergestreift es 5,10 + 2,00 


Der Versuch zeigt einwandfrei, daB sowohl in Extrakten aus 
glatter Muskulatur wie aus quergestreifter Muskulatur anorganisches 
Phosphat verschwindet, und zwar annahernd im gleichen Verhaltnis 
zur gebildeten Milchséure. Ebenso zeigt aber der Versuch neuerlich 
einwandfrei die Milchsdurebildung aus Hexosediphosphat durch glatte 
Muskulatur. 


Einen weiteren Beweis dafiir, daB die Umsetzung zur Milchsiure 
im glatten Muskel den gleichen Weg wie im quergestreiften Muskel geht, 
glauben wir durch Versuche tiber die Umsetzung der d-Phosphoglycerin- 
sdure zu Brenztraubensdure durch glatte Muskulatur erbringen zu 
kénnen. Nach der heute giiltigen Anschauung wird ja Phosphoglycerin- 
sdure aus der Umsetzung des Hexosediphosphats tiber die phosphory- 
lierten Triosen gebildet. Ware dieser Weg dem glatten Muskel fremd, 
bzw. wiirde er fiir die glatte Muskulatur nur einen Nebenweg bedeuten. 
so kénnte man erwarten, daB der glatte Muskel Phosphoglycerinsaure 
gar nicht oder mit wesentlich geringerer Geschwindigkeit als der quer- 
gestreifte Muskel in Brenztraubenséure umwandelt. Das ist nun, wie 
nachstehende Ubersicht zeigt, nicht der Fall. 

In den Ansitzen: 10 cem Extrakt, 4cem 2°,iges Bicarbonat, 10 ccm 
Ringer, 6 cem isosmotische Magnesiumsulfatlésung a) fiir glatte Muskulatur 
mit 107,5mg Phosphoglycerinséure, entsprechend 50,87mg Brenztrauben- 
siure; b) fiir quergestreifte Muskulatur mit 115,36 mg Phosphoglycerin- 
sdure, entsprechend 54,58 mg Brenztraubensaure. 

Der Versuch zeigt einwandfrei, daB die Bildung der Brenztrauben- 
sdiure im glatten Muskel mit genau der gleichen Geschwindigkeit vor sich 


1 Vgl. die zusammenfassende Darstellung bei Parnas, Bull. Soc. Chim. 
Biol. 18, 53, 1936. 
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Brenztrauben- 
siure O/9 der 


| Brenztrauben- + Phospho- theoretisch 


siure Menge 
mg/Ansatz 


} 

Nach 3 Std. | sure | brenztrauben- méglichen 
| 
| 


mg/Aasatz 


a) Glatte Muskulatur i ) 44,52 87,5 
b) Quergestreifte Muskulatur ... | 47,56 87,12 


geht wie im quergestreiften Muskel. DaB® der glatte Muskel iiber dasselbe 
System des Abbaues verfiigt, zeigt auch der nachstehende Versuch, in 
dem wir die Brenztraubensdurebildung in gealtertem und frischem 
Extrakt aus glatter Muskulatur untersucht haben. Die Brenztrauben- 
siurebildung ist im gealterten Extrakt, wie der Versuch zeigt, voll- 
kommen aufgehoben. Es kommt nur zu einer gegeniiber dem frischen 
Extrakt wesentlich geringeren Bildung von Phosphobrenztraubensaure. 
Ebenso wie im Extrakt aus quergestreifter Muskulatur wird jedoch die 
Brenztraubensaurebildung durch Zusatz von Adenosintriphosphorsaure 
bzw. Adenylsaure auf die urspriingliche Hohe reaktiviert. 


In den Ansatzen je 3ccm 2° ,iges Bicarbonat, 2 ccm isosmotische 
Magnesiumsulfatlésung mit der 20 mg Bariumsalz entsprechenden Menge 
Phosphoglycerinsaure, ferner in Versuch 1: 5 cem frischer Extrakt, in den 
Versuchen 2 bis 4: 5cem gealterter Extrakt (3 Stunden bei 37°), in Ver- 
such 3: 5 mg Adenylsaure, in Versuch 4: die 12 mg Silbersalz entsprechende 
Menge Adenosintriphosphorséure. 





Brenztrauben- Brenztrauben- 


shure sdure 
| Brenztrauben- 4 phospho- Brenztrauben- 4 phospho- 


Nach 8 Std. siiure- brenztrauben- Nach 3 Std. siure- brenztrauben- 
bildung saure bildung siure 


mg/Ansatz mg/Ansatz mg/Ansatz mg/Ansatz 


Versuch 1 | 1,688 1,688 Versuch 3 1,707 1,932 
ede 0,008 0,608 ad sande 1,65 1,789 





Zusammenfassung. 


1. Vergleichende Untersuchungen iiber die Glykolyse der glatten 
Muskulatur (Magen des Huhns) und der quergestreiften Muskulatur 
(Brustmuskel des Huhns) ergaben, daB durch die glatte Muskulatur 
ebenso wie durch den quergestreiften Muskel Glykogen und Stédrke 
bevorzugt zur Milchsiure abgebaut werden. Nur im gealterten Extrakt 
ist eine geringfiigige bevorzugte Milchséurebildung aus Glucose nach- 
weisbar. 


2. Auch der glatte Muskel vermag wie der quergestreifte aus 
Hexosediphosphat Milchsdure zu bilden. Die Milchséurebildung bleibt 
hier, ebenso wie bei der Glykolyse des Glykogens, hinter der der quer- 
gestreiften Muskulatur betrachtlich zuriick. 
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3. Ebenso wie in Extrakten aus quergestreifter Muskulatur finde 
in Extrakten aus glatter Muskulatur bei der Glykogenolyse ein nic} 
unbetrachtlicher Schwund anorganischen Phosphats statt. 


4. Der glatte Muskel vermag aus natiirlicher Phosphoglycerinsiiy 
im gleichen Umfange und mit gleicher Geschwindigkeit Brenztraubensin; 
zu bilden, wie die quergestreifte Muskulatur. In gealterten Extraktey 
in denen die Brenztraubensaurebildung aus Phosphoglycerinsaure fa: 
vollkommen unterbleibt, vermag, genau so wie im quergestreifte; 
Muskel, Adenylsdure und Adenosintriphosphorsiure die Brenztraube 
sdurebildung auf das urspriinglich vorhandene AusmaB zuriickzufiilire: 


5. Aus diesem Verhalten ergibt sich der Schlu8, daB in der glatte: 
Muskulatur (Magen des Huhns) der Weg zur Milchsdéure der gleiche ist 
wie in der quergestreiften Muskulatur. 
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IV. Mitteilung: 


cerinsiy 

lens Eiwei8verbindungen des Kupfers, Nickels und Kobalts. 

SAUY 

Xtrakter Von 

‘dure fas Hans Jesserer und Fritz Lieben. 

estreifte: (Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 
Ztrauben 


(Eingegangen am 16. Juli 1937.) 

Zufiihres 

r glatte, Im AnschluB an unsere friiheren Untersuchungen iiber die Biuret- 
leiche is{reaktion® wurden in der vorliegenden Arbeit die Kupfer-, Nickel- und 
Kobaltverbindungen verschiedener EiweiBk6rper hergestellt und ihre 
Eigenschaften naher studiert. 


I. Allgemeines. 

Wir bedienten uns hierbei stets der in unseren friiheren Arbeiten ver- 
wendeten Versuchsanordnung und vermieden jede Abweichung davon, um 
zu streng vergleichbaren Ergebnissen zu gelangen. Die verschiedenen 
Proteine und Proteinderivate wurden in Wasser aufgeschwemmt, durch 
Zusatz von 30°,igem NaOH in Lésung gebracht, mit der gleichen Gramm- 
menge von krist. CuSO,, NiSO, bzw. CoSO,, wie in der Lésung Gramm 
EiweiB vorhanden waren, versetzt, wobei sich ein Niederschlag von Metall- 
hydroxyd bildete, und endlich mit soviel Wasser aufgefiillt, wie einer 
schlieBlichen Laugenkonzentration von 3°,igem NaOH entsprach. 

Z.B.: 2g Casein, in Wasser aufgeschwemmt, + 20cem 30°, iges 
NaOH + 20cem 10° ,ige NiSO,-Lésung + Wasser auf 200 cem. 

Die Ansitze wurden mit dem ausgefallenen Metallhydroxyd 24 bis 
48 Stunden in einer Waschflasche im Luftstrom gemischt und hernach vom 
iberschiissigen Hydroxyd filtriert. Wir erhielten auf diese Weise klare, je 
nach dem verwendeten Metall verschieden gefairbte Lésungen. 


Bei dieser Versuchsanordnung ergaben sich zunachst folgende all- 
gemeine Beobachtungen: 

1. Alkalische Eiwei®lésungen besitzen die Fahigkeit, stdchio- 
metrische Mengen von Kupfer-, Nickel- und Kobalthydroxyd unter 
Bildung von komplexen Metall-Alkali-EiweiBverbindungen zu _ lésen. 
Die gebundenen Metallmengen sind fiir jeden Eiweibkérper charak- 
teristisch. 

2. Die Kupferverbindungen sind violett (= ,,Biuretreaktion“), die 
Nickelverbindungen goldgelb, die Kobaltverbindungen rotbraun gefarbt. 

3. Wahrend unter den angefiihrten Versuchsbedingungen die 
Cu-EiweiBverbindungen fast augenblicklich entstehen, dauert die 
Bildung der entsprechenden Ni- und Co-Verbindungen langere Zeit, 


1 Otto v. Fiirth zum 70. Geburtstag. — * F. Lieben u. H. Jesserer, diese 
Zeitschr. 285, 36, 1936; 287, 84, 1936; sowie H. Jesserer, ebenda 287, 71, 1936. 
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meist mehrere Tage bis 1 Woche. Die Bildungsdauer der genannten 
Verbindungen ist abhangig vom verwendeten Metall, sowie dem ver. 
wendeten EiweiBkérper und dessen Konzentration. 

Von den von uns untersuchten EiweiBkérpern dauerte die Bildung dey 
entsprechenden Caseinverbindungen am langsten. Unter Anwendung des 
steten Mischens in der Waschflasche gelang es uns, die Bildungsdauer de; 
erwahnten Verbindungen bedeutend herabzusetzen. 

4. Alle drei EiweiBmetallverbindungen besitzen — ahnlich wie die 
entsprechenden Verbindungen des Biurets — in verschieden hohem 
Mabe die Fahigkeit, Cellulose zu lésen, verdiinnte Lésungen starker als 
konzentrierte, die Ni- und Co-Verbindungen starker als die entsprechen. 
den des Kupfers. 

Dieser Umstand macht sich mitunter bei der Filtration solcher Lésungen 
(s. oben) unangenehm bemerkbar. Man kann diese Schwierigkeit iiberwinden, 
indem man zuerst unter Aufschiitteln der Lésung eine reichliche Menge des 
Hydroxydniederschlags auf das Filter bringt und sodann die iibrige Lésung 
vorsichtig in kleinen Portionen aufgieBt. 

5. Die Cu- und Ni-EiweiBverbindungen werden durch Saurezusatz 
augenblicklich unter Auftreten des freien Metallions zerlegt, wahrend 
die Co-Verbindungen sich gegen diese Sauren als resistent erweisen und 
erst bei langerem Kochen mit Sauren zerlegt werden. 


jI. 

1. Es wurde zunachst untersucht, ob die Farbreaktionen der Ni- 
und Kobaltsalze mit alkalischen EiweiBlésungen dem Beer-Lambert- 
schen Gesetze gehorchen!. Es wurden 0,1- bis 4,0°%ige Ni-Casein- 
lésungen hergestellt und dieselben im Duwbosq-Kolorimeter miteinander 
verglichen. Der Farbton dieser Lésungen war in allen Fallen der gleiche, 
die Farbstarke sowie die gebundenen Metallmengen entsprachen sehr 
gut den jeweiligen EiweiBkonzentrationen. Das erwahnte Gesetz 
bewahrt somit bei diesen Verbindungen seine Giiltigkeit. Orientierende 
Versuche ergaben beim Co-Casein dasselbe Verhalten. 

2. Friihere Untersuchungen? iiber die Cu-Verbindungen hatten 
ergeben, dab die Farbreaktion des Kupfers mit alkalischen Eiweil- 
lésungen aus einer roten und einer blauen Komponente besteht. Ent- 
sprechend ausgefiihrte Versuche bei den Ni- und Co-Verbindungen 
ergaben fiir einen analogen Sachverhalt keinerlei Anhaltspunkt. Wir 
konnten vielmehr auch in allen unseren spateren Versuchen fest- 
stellen, daB die Farbreaktionen der Ni- und Co-Salze einheitliche 
Reaktionen darstellen, die aus nur einer Farbkomponente bestehen, 


' Fiir die entsprechenden Cu-Reaktion war die Giiltigkeit dieses 
Gesetzes schon friiher gezeigt worden. Siehe |. c. — # F. Lieben 
H. Jesserer, diese Zeitschr. 285, 36, 1936. 
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welche mit steigendem Ni- bzw. Co-Gehalt der Lésung gleichsinnig bis 
zum Sattigungsmaximum ansteigt. Darin besteht einer der wichtigsten 
Unterschiede der sogenannten ,, Biuretreaktion‘‘ der Cu-Salze gegeniiber 
den analog ausgefiihrten Farbreaktionen mit Ni- und Co-Salzen. 

3. Wird eine violette alkalische Cu-Caseinlésung mit Zinkstaub 
versetzt, so tritt im Laufe der Zeit Entfdrbung der Lésung ein, wobei 
das Cu durch das Zink verdrangt wird!. Die Ni- und Co-Verbindungen 
hingegen sind gegen Zink auch bei langerdauernder Einwirkung un- 
verandert bestandig. 

Aus all diesen Befunden kann wohl geschlossen werden, daB die 
Ni- und Co-EiweiBverbindungen trotz mancher auBeren Ahnlichkeiten 
gegeniiber den analog hergestellten Cu-Verbindungen in ihrem feineren 
chemischen Aufbau grundlegende Unterschiede aufweisen. Mdéglicher- 
weise sind fiir dieses verschiedene Verhalten spezifische, in den Metall- 
atomen selbst gelegene Eigenschaften verantwortlich. 


Ill. Dialysen. 


Es wurden ferner die in einer unserer friiheren Arbeiten? begonnenen 
Untersuchungen iiber die Dialyse der alkalischen EiweiBmetallverbin- 
dungen fortgesetzt. 


1. Eine nach den obigen Angaben bereitete 1 °,ige Cu-Casein-Lésung 
wurde 6 Tage in flieBendem Wasser dialysiert und nach dieser Zeit ihre 
Eigenschaften untersucht. Vor Beginn der Dialyse war die Farbe der klaren 
Lésung violett, die Reaktion gegen Lackmus stark alkalisch, der Cu-Gehalt 
fiir 0,5g Casein 56,2mg. Nach sechstagiger Dialyse war die Lésung klar, blau, 
die Reaktion neutral bis schwach alkalisch. Der Cu-Gehalt war, auf die 
Ausgangskonzentration berechnet, 56,2 mg Cu pro 0,5g Casein — also 
unverdndert. Auf Zusatz einiger Tropfen verd. NaOH trat augenblicklich 
die urspriingliche violette Farbe wieder auf. Auch nach zehntagiger Dialyse 
bleiben diese Verhaltnisse dieselben. 

2. Desgleichen wurde eine 1°,ige Co-Caseinlésung dialysiert. Farbe 
der urspriinglichen Lésung rotbraun, Reaktion gegen Lackmus stark alkalisch, 
Co-Gehalt pro 0,5 g Casein 17,2 mg Co. 

Nach sechstagiger Dialyse: Lésung klar, rotbraun, Reaktion neutral bis 
schwach alkalisch, Co-Gehalt 17,4mg pro 0,5g Casein. Die Farbe der 
Lésung bleibt auf Zusatz von NaOH unverdndert. 

3. Eine unter gleichen Bedingungen ausgefiihrte Dialyse von Ni-Casein 
zeigte jedoch ein grundsatzlich anderes Verhalten. Wahrend namlich die 
urspriinglich stark alkalisch reagierende Lésung klar und goldgelb war, 
zeigte die 6 Tage dialysierte Lésung bei neutraler Reaktion eine blaBgriingelbe 
Farbe und war triib. Auf Zusatz von Lauge zeigte sich kein Wiederkehren 
der urspriinglichen Farbe, die Lésung blieb vielmehr auch bei alkalischer 
Reaktion griingelb und triib. Der Ni-Gehalt war in dieser triiben Auf- 
schwemmung, verglichen mit der urspriinglichen Lésung, der gleiche ge- 

1 Vgl. hierzu F. Lieben u. H. Jesserer, diese Zeit-chr, 287, 84, 85, 1936, 
— # F, Lieben u. H. Jesserer, ebenda, 287, 84, 1936. 
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blieben, namlich 26,0 mg Ni pro 0,5 g Casein. Wurde diese tritbe Lésjing 
jedoch filtriert, dann erhielt man ein klares, blaBgelbes Filtrat vom Far})toy 
der urspriinglichen Lésung, wahrend am Filter ein hellgriiner Riickstiar 
von Ni(OH), verblieb. Der Ni-Gehalt dieses Filtrats war gegeniiber dem 
Ausgangswert von 26,0 mg auf 12,0 mg Ni pro 0,5 g Casein gesunken. Pe; 
langerdauernder Dialyse (10 bis 14 Tage) sinkt der Ni-Gehalt im Filtrat 
immer mehr, bis man schlieBlich eine nickelfreie EiweiBlésung als Filtrat 
erhalt. 

Wie aus den angefiihrten Befunden hervorgeht, zeigen also ie 
alkalischen EiweiBverbindungen der drei Metalle bei der Dialyse ein 
grundsatzlich verschiedenes Verhalten: Wahrend die Co-Verbindung 
vollkommen unverandert bleibt — bei alkalischer, wie bei neutraler 
Reaktion also bestandig ist! —, zeigt die Cu-Verbindung eine reversih): 
Farbanderung von violett bei alkalischer Reaktion, nach blaw bei neu- 
traler, ohne aber im iibrigen angegriffen zu werden. Die Ni-Verbindung 
hingegen wird durch die Dialyse unter Abscheidung von hellgriinem 
Ni(OH), irreversibel zerstért?. 

Merkwiirdigerweise wird das abgeschiedene Ni(OH), nach erneutem 
Zusatz von NaOH bis zur urspriinglichen Konzentration auch nach lang 
dauerndem Stehen nicht wieder aufgenommen. Anscheinend bedarf es zum 
Eingehen der Ni-EiweiBverbindung eines gewissen — _ wahrscheinlich 
ziemlich bedeutenden — Nickeliiberschusses. In diesem Sinne scheint auch 
folgende Beobachtung zu sprechen: Séuert man eine an Ni gesiattigte 
alkalische EiweiBlésung mit verd. HCl an, dann wird die Verbindung unter 
Freiwerden des griinen Ni-Ions zerstért. Bei neuerlichem Zusatz von 
NaOH vermag jedoch das Eiweif das Ni nicht wieder aufzunehmen, es 
bleibt vielmehr Ni(OH), neben dem EiweiBkérper bestehen. Beim Cu ist 
eine solche Reaktion glatt reversibel. Dabei spielt wohl die Starke de: 
Affinitat des EiweiBkérpers zu dem betreffenden Metall eine Rolle. 


4. Die neutral reagierenden dialysierten Lésungen der drei genannten 
EiweiBmetallverbindungen enthalten zum Unterschied von den urspriing- 
lichen alkalischen Lésungen das Metall in leicht abspaltbarer Bindung 
(auf Zusatz von N H, bildet sich z. B. sofort Cupritetrammin) und zeigen 
ferner alle charakteristischen EiweiBfallungsreaktionen, sie werden durch 
Neutralsalze ausgesalzen, durch Schwermetallsalze gefallt, desgleichen 
durch Alkaloidfallungsmittel, sowie durch Alkohol, Aceton und Form- 
aldehyd. Sie zeigen ferner die Erscheinungen der Hitzekoagulation. 
Die urspriinglichen alkalischen Lésungen geben keine der genannten 
Reaktionen. 

5. Mit Hilfe der Dialyse gelang es auch, Praparate von Cu-Casein 
in festem Zustande zu isolieren. 


1 Die Co-EiweiBverbindung ist auch bei saurer Reaktion in der Kilte 
bestandig; s. oben unter I/5. — ? In unserer friiheren Arbeit, dic-e 
Zeitschr. 287, 84, 1936, wurde irrtiimlich angegeben, daB auch die (o- 
Verbindung ebenso wie die Ni-Verbindung durch die Dialyse zerstért werde 
Wie oben ausgefiihrt, ist dies jedoch nicht der Fall. Wir stellen diesen 
Irrtum hiermit richtig. 
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Wie oben bereitete 2°,ige Lésungen von Cu-Casein in 3°,igem NaOH 
wuden solange gegen destilliertes Wasser dialysiert, bis ihre Reaktion 
gegen Lackmus neutral war. Sodann wurden sie auf dem Wasserbad zur 
Trockne eingedampft, der Riickstand pulverisiert und im Exsikkator iiber 
CaCl, nachgetrocknet. 

Festes Cu-Casein ist eine schwarz-braune, an der Luft bestandige 
Substanz, leicht léslich in Wasser mit brauner Farbe und neutraler 
Reaktion. In verdiinnten Alkalien ist der Kérper ebenfalls mit brauner 
Farbe leicht léslich, nach einiger Zeit tritt jedoch die charakteristische 
Violettfarbung der Biuretreaktion auf. Durch verdiinnte Sauren wird die 
Verbindung sofort unter Ausflockung von weiem Casein zersetzt, 
wahrend Cu als Ion auftritt. Auf Zusatz von Alkali zu der sauren Lésung 
tritt aber augenblicklich die charakteristische Biuretreaktion auf. Offen- 
bar sind an diesem Verhalten verschiedene, durch den Praparationsgang 
hervorgerufene Zustandsanderungen schuldtragend. Die reine, trockene 
Substanz enthielt bei der Analyse 12,4°, N, 10,92 Cu und 1,08 %, Na. 
Das Cu ist darin in leicht abspaltbarer Form gebunden, es bildet mit 
NH, nach einiger Zeit blaues Cupritetrammin. Setzt man zu einer solchen 
Lisung NaOH zu, dann tritt sofort wieder die Biuretreaktion auf. Die 
Affinitat des Kupfers zum alkalischen EiweiB ist also starker als zum 
Ammoniak. 

IV. Metallverbindungen verschiedener Proteine. 


1. Im weiteren Verlauf unserer Untersuchungen stellten wir von 
einer Reihe von Proteinen Cu-, Ni- und Co-Verbindungen in der er- 
wahnten Art her und bestimmten deren Metallbindungsvermégen. 

Die Metallbestimmungen wurden in der Weise ausgefiihrt, daB das 
05g EiweiB entsprechende Lésungsvolumen nach Newmann verascht und 
sodann das Metall bestimmt wurde; und zwar Cu als Oxyd, Ni als Nickel- 
dimethylglyoxim, Co jodometrisch'. 


Tabelle I. Proteine. 





Mittelwerte der 
bestimmten Metallgehalte Verhiltnis 

pro 05g Kiweif der einzelnen Metalle 
zueinander in Atomen 





mg Cu*) mg Ni | mg Co 


Casein (Hammarsten) 56,7 26,1 17,4 Cu: Ni: Co 
Zein (B. D. H) 58,9 27,2 18,3 Dasselbe 
Edestin (Hoffmann-La Roche) 68,2 31,5 21,0 % 
Fibrin (Merck) 64,7 33,0 22,1 Ni: Co 
Gelatine 59,6 34,3 23,0 Dasselbe 

* In unserer ersten Arbeit (diese Zeitschr. 285, 34, 1936) wurden fiir Cu etwas andere 
Werte angegeben. Die Abweichungen ergaben sich daraus, daB damals die Metalleiweif- 
ansitze nur kurz mit dem iiberschiissigen Cu(OH), geschiittelt worden waren, wihrend sie 
diesmal ebenso wie die Ni- und Co-Ansitze 48 Std. im Luftstrom gemischt wurden. Ferner 
wurden die Cu-Werte damals kolorimetrisch (s. die zitierte Arbeit) bestimmt, wihrend sie 
nunmehr gravimetrisch nach vorheriger Veraschung der Substanz gewonnen wurden. 


1 Nahere Angaben siehe bei H. Jesserer, diese Zeitschr. 287, 71, 1936. 
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Der Farbton aller Cu-, Ni- bzw. Co-Verbindungen war — abgesehen von 
geringen, durch die Eigenfarbe der verwendeten Substanzen hervorgerufe en 
Schwankungen — gleich violett bzw. gelb und rotbraun. Die Farbstdrken dey 
gleichkonzentrierten Lésungen entsprachen den geringen Differenzen der 
Metallgehalte. 

Auffallend an dieser Tabelle sind einerseits die einfachen, ganz. 
zahligen Verhdltnisse der drei Metalle untereinander bei Casein, Zein 
und Edestin!, andererseits das Fehlen dieser einfachen Beziehung 
zwischen Ni bzw. Co zu Cu bei Fibrin und Gelatine. Es ergab sich 
nunmehr die Frage, in welcher Weise sich verschiedene Eiweifabhay- 
produkte in dieser Hinsicht verhalten. 

2. Wir untersuchten zu diesem Zwecke drei kaufliche Peptone und 
erhielten: 

Tabelle II. Peptone. 





Mittelwerte der hestimmten Verhaltnis der einzelner 
Metallgehalte pro 0,5 g Pepton Metalle zueinander _ 


Oa or ae so ; in Atomen 
mg Cu mg Ni mg Co 





Peptonum siccum (Witte) 66,7 39,7 29,8 Kein einfaches Zahlen- 
Seidenpepton (Hoffmann- verhiltnis 
76,1 49,3 40,5 Dasselbe 


Caseinpepton (Hoffmann- 
La Roche} 49,7 24,8 17,7 ” 


Wie aus den angefiihrten Zahlen hervorgeht, besteht bei den 
Peptonen iiberhaupt kein einfaches Zahlenverhdltnis mehr: Die Werte 
fiir Ni und Co sind, ahnlich wie bei Fibrin und Gelatine, gegeniiber den 
Cu zu hoch, aber auch das einfache Verhialtnis Ni: Co, das bei diesen 
wie bei allen Proteinen wie 3: 2 war, ist gestért, da die Co- Werte relativ 
starker als die entsprechenden Ni-Werte angestiegen sind. 

3. Wir dachten zunachst daran, daB an diesen Abweichungen 
vielleicht verschiedene ,,abiurete‘‘ Substanzen schuldtragend sein 
kénnten, welche — durch den Arbeitsgang bei der Darstellung den 
Peptonen beigemengt — mit den genannten Metallen andersartige Ver- 
bindungen von relativ hohem Ni- bzw. Co-Gehalt eingehen und die 
. richtigen*‘ Werte verfailschen. Diese Annahme war fiir uns um so 
naheliegender, als wir schon friiher bei der Biuretreaktion des Casein- 
peptons ahnliche Erfahrungen gemacht hatten?. Wir versuchten daher, 
diese vermeintlichen ,,Verunreinigungen‘“’ durch mehrtagige Dialyse 
zu entfernen. Die erhaltenen Resultate sind in Tabelle III wieder- 
gegeben. 

1 Dieses Verhaltnis 6 Cu: 3 Ni: 2 Co war schon friiher (diese Zeitschr. 
287, 84, 1936) fiir das Casein gefunden und durch verschiedene ,,Ver- 
drangungsversuche" gestiitzt worden. — # Vgl. hierzu F. Lieben u. 
H. Jesserer, diese Zeitschr. 285, 36, 39—40, 1936. 
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Tabelle III. Dialysierte Peptone. 


Mittelwerte der bestimmten . 
Metallgehalte Verhiltnis der einzelnen 


pro 0,5g dialysiertes Pepton Metalle zueinander 
in Atomen 





mg Cu mg Ni mg Co” 


Peptonum siccum (Witte) 68,6 41,6 31,7 Kein einfaches Zahlen- 
Seidenpepton (Hoffmann- verhaltnis 

La Roche) 76,9 50,4 41,0 Dasselbe 
Caseinpepton (Hoffmann- 

La Roche) 57,2 29,8 20,5 


Die Metallwerte stiegen zwar — wahrscheinlich infolge Entfernung 
verschiedener, mit den Metallen nicht reagierender Bestandteile — 
etwas an, doch war auch nunmehr ein einfaches Verhaltnis zwischen 
den einzelnen Metallen nicht vorhanden, die Abweichungen waren 
vielmehr trotz der Dialyse bestehen geblieben. Daraus ist zu schlieBen, 
daB die Ursache fiir diese Abweichungen an den Peptonmolekeln selbst 
gelegen ist. Da sich diese aber — soviel wir wissen — durch nichts, 
auBer durch ihre Grdfe, von den Proteinmolekiilen unterscheiden, ist 
vielleicht anzunehmen, da bei der zunehmenden Molekiilverkleinerung 
an den einzelnen Komplexen endstdndige Gruppen frei wurden, mit 
welchen die Metalle zu reagieren imstande sind. Um diese vorlaufige 
Vermutung naher zu priifen, war es geboten, das Verhalten des Metall- 
bindungsvermégens beim stufenweise erfolgenden Abbau eines hoch- 
molekularen EiweiBk6rpers zu untersuchen. ¥ 

4. Wir wahlten zu diesem Zwecke den Weg der Verdauung mittels 
Pepsin. 

40 g Gelatine wurden in 4 Liter KCI—HCl-Puffer vom py 2,2* mit 
6g Pepsin (Kahlbaum, DAB. 6), das durch mehrtagige Dialyse vom bei- 
gemengten Milchzucker befreit worden war, im Brutschrank bei 37°C 
verdaut und nach verschiedenen Zeitabstanden Proben daraus entnommen 
und filtriert!. Dreimal je 100 cem wurden mit je 20 cem 30°,igem NaOH 
und 10 cem 10°,iger CuSQO,- bzw. NiSO,- oder CoSO,-Lésung versetzt 
und mit Wasser auf 200 ccm aufgefiillt (etwa 0,5°,ige Gelatinelésung in 
3°,igem NaOH). 

Die Ansaitze wurden 24 Stunden in der Waschflasche im Luftstrom 
gemischt, danach vom iiberschiissigen Metallhydroxyd filtriert, 100 cem 
(entsprechend ungefahr 0,5 g Gelatine) nach Neumann verascht, und darin 
in der erwahnten Weise das Metall bestimmt. Gleichzeitig wurde in 5 ccm 
des Verdauungsfiltrats eine Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl ausgefiihrt 
und die ermittelten Metallwerte jeweils auf den Ausgangs-N-Wert um- 
gerechnet. 


* Optimales py fiir Pepsingelatine nach Northrop (zit. nach Oppen- 
heimer, ,,Die Fermente“ 2, 913, 1926). —' Es ist dies notwendig, weil sich 
mit fortschreitender Verdauung verschiedene unlésliche Produkte bilden, 
welche die Lésung triiben. 
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Dieser Verdauungsversuch lieferte folgendes Ergebnis: 


Tabelle IV. 





Ermittelte Metallwerte in mg pro 0,5 g 
Dauer Gelatine, berechnet auf den Stickstoff- Verhiltnis der einzelne: 
der Verdauung gehalt des Ausgangswertes Metalle zueinander 
in Std. $$ in Atomen 





Cu Ni Co 


0 58,8 33,0 22,0 Ni:Co = 3:2 
71 73,2 33.8 23,8 - 
118 es 34,4 29,4 . 
166 72,6 38.8 30,1 
238 70,0 37,4 30,0 
286 70,0 37,0 29,6 kein einfaches Zahlen- 
verhaltnis 


Von der letzten Entnahme wurde gleichzeitig eine Probe mehrere Tage 
dialysiert, um eventuell gebildete ,,abiurete‘* Kérper daraus zu entfernen, 
und dann die Metallansatze in der gleichen Weise ausgefiihrt. Die Analyse 
ergab jedoch keine nennenswerte Anderung gegeniiber den nicht dialysierten 
Proben. 

Wie aus den wiedergegebenen Zahlen hervorgeht, zeigt sich mit 
fortschreitender Verdauung, d. h. mit zwnehmender Molekiilverkleineruny 
eine Zunahme des Metallbindungsvermégens der Lésung, wobei das 
urspriinglich vorhandene Verhaltnis Co: Ni = 2:3 verschwindet. Dabei 
nimmt der Blaugehalt der Cu-Ansétze zu, wahrend die Farbténe der 


Ni- und Co-Verbindungen gleichbleiben. Eine nachfolgende Dialyse 
andert an diesem Ergebnis nichts, das gestérte Verhaltnis Co: Ni wird 
nicht wieder 2:3, und am Endpunkte der Verdauung vermissen wir 
ein einfaches Zahlenverhaltnis der drei Metalle zueinander ebenso, wie 


bei den friiher untersuchten Peptonen. 


5. All diese Befunde miissen wohl zu der Annahme fiihren, dai 
bei. den niedermolekularen EiweiBabkémmlingen gewisse, durch die 
Molekiilverkleinerung entstandene Gruppen oder Stellen vorhanden 
sind, mit welchen die Metalle Bindungen einzugehen vermégen. Diese 
Stellen sind aber offenbar andere, als die fiir die Metallbindung in den 
groBen Eiweifmolekiilen hauptsachlich in Betracht kommenden, was 
aus dem Verschwinden der bei diesen vorhandenen einfachen Zahlen- 
verhaltnissen geschlossen werden mu. Dariiber hinaus ist aber auch 
bei den groBen EiweiBmolekiilen, mit Ausnahme des Caseins, Zeins und 
Edestins, anscheinend der Bindungsort des Cu einerseits und des Ni 
und Co andererseits nicht zur Ganze! oder tiberhaupt nicht der gleiche. 
da — zumindest bei einem Teil derselben — wohl Ni und Co zueinander 


1 In diesem Sinne scheinen gewisse, bei den ,,Verdauungsversuchen 
gemachte Beobachtungen zu sprechen. Vgl. hierzu unsere friihere Arbeit. 
diese Zeitschr. 287, 84, 1936. 
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in einem einfachen Zahlenverhaltnis stehen, diese beiden Metalle aber 
nicht zu Cu. Da wir fiir das letzte Metall aus verschiedenen Griinden! 
wnnehmen, daB als Bindungsort wohl hauptsachlich nur N-Atome der 
Peptidbindungen in Betracht kommen, miissen wir fiir die beiden 
underen Metalle auf Grund der erhobenen Befunde schlieBen, daB diese — 
zumindest bei manchen EiweiSkérpern, wie Fibrin und Gelatine 

auch noch an anderen Stellen gebunden sein kénnen. Bei den nieder- 
molekularen Peptonen sind diese Stellen offenbar besonders reichlich 
vorhanden bzw. treten zu diesen noch andere hinzu, wofiir das bedeutende 
Ansteigen des Metallbindungsvermégens einerseits, sowie das Ver- 
schwinden des einfachen Zahlenverhaltnisses zwischen Ni und Co 
andererseits, zu sprechen scheint. Um welche Stellen oder Gruppen es 
sich dabei handelt, vermégen wir jedoch derzeit nicht zu entscheiden. 


VY. Wertigkeit des Nickels und Kobalts in der Eiwei8verbindung. 


Das auffallende, bei allen untersuchten hochmolekularen EiweiB- 
kérpern stets wiederkehrende Zahlenverhaltnis drei Atome Ni: zwei 
Atome Co fiihrte uns dazu, die Ursache fiir dieses verschiedene Verhalten 
der beiden sonst so verwandten Metalle naher zu studieren. Wir ver- 
mochten dieses Problem zwar nicht restlos zu lésen, doch gelang es uns, 
einige Anhaltspunkte zu dessen kinftiger Klarung zu gewinnen. 

Man konnte vermuten, daB die Ursache fiir dieses verschiedene 
Verhalten der beiden Metalle in einer verschiedenen Wertigkeit derselben 
in ihren EiweiBverbindungen gelegen sei. Wir fiihrten unter dieser 
Annahme folgende Versuche aus: 


1. Je 2 g Gelatine wurden in Wasser gelést, mit 20 cem 30°,igem NaOH 
ind je 2g krist. NiSO, bzw. CoSO, versetzt und mit Wasser auf 200 cem 
gebracht. Beide Ansatze wurden solange im Wasserstoffstrom gemischt, bis 
ihre Farbe maximal war und danach vom iiberschiissigen Hydroxyd filtriert. 
Dieses war in dem einen Falle griines, zweiwertiges Nickelhydroxyd, im 
anderen rotes, zweiwertiges Kobalthydroxyd, die Farben der beiden Lésungen 
waren gelb und rotbraun. Die in den beiden Lésungen ausgefiihrten Metall- 
bestimmungen ergaben 23,2 mg Co bzw. 34,7 mg Ni pro 0,5g Gelatine. 

2. Je 2g krist. NiSO, bzw. CoSO, wurden in Wasser gelést, mit je 
10 cem 30°%igem NaOH alkalisch gemacht und mit Wasser auf 100 cem 
gebracht. Diese beiden Hydroxydaufschwemmungen wurden solange in 
einem kraftigen Luftstrom geschiittelt, bis sich der Co-Ansatz unter Bildung 
von dreiwertigem Kobalthydroxyd intensiv schwarzbraun farbte. Der Ni- 
Ansatz bleibt hierbei unverandert griines Ni(OH),. Nach dieser Zeit wurden 
zu den beiden Ansatzen je 100 ccm einer 2°, igen Gelatinelésung in 3 °,igem 
NaOH hinzugefiigt, solange im Luftstrom gemischt, bis die Farbe der 
beiden Lésungen maximal geworden war und sodann vom iiberschiissigen 
Hydroxyd filtriert. Die Farben der beiden Lésungen waren wieder gelb 
baw. rotbraun und zeigten im Dubosq-Kolorimeter keinerlei Abweichung in 


1 S. unsere friihere Arbeit. 
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bezug auf Farbstarke oder Farbton gegeniiber den Lésungen aus Versuc!; |. 
Auch ihr Metallgehalt war der gleiche, namlich wieder 23,0 mg Co bzw. 
34,5 mg Ni pro 0,5 g Gelatine. 

Es zeigt sich also, daB eine alkalische Gelatinelésung sowohl 2y+/. 
wertiges rotes, als auch dreiwertiges braunes Kobalthydroxyd aufzunehmen 
imstande ist, webei sich aber in beiden Fallen die gleiche Co-Eiweis. 
verbindung bildet. Wahrend aber die Bildung dieser Verbindung bei 
Verwendung von schwarzbraunem Co(OH), langstens 48 Stunden 
dauert, bedarf es bei Verwendung von rotem Co(OH), einer viel langeren 
Zeit, mindestens 10 Tage. 

3. Die gewonnene Co-EiweiBverbindung wird (zum Unterschied von 
der entsprechenden Ni-Verbindung) von Sauren in der KAlte nicht zerstirt 
und verhalt sich somit ahnlich wie zahlreiche andere, gegen die verschie- 
densten chemischen Agenzien sehr resistente dreiwertige Co-Komplex- 
verbindungen. 


Diese Versuche scheinen das Vorhandensein eines komplex- 
gebundenen zweiwertigen Ni! und eines komplexgebundenen drei. 
wertigen Co in den entsprechenden alkalischen Eiweifmetallverbin- 
dungen nahezulegen*. Doch diirfen hieraus Schliisse wegen der vor- 
handenen Raumerfiillung und sonstiger Verschiedenheiten von Ni 
und Co nicht gezogen werden. 


VI. Metbylierung. 


Um das verschiedene riumliche Verhalten der drei Metalle in 
ihren EiweiBverbindungen naher studieren zu kénnen, versuchten wir 
nunmehr, die Zahl der vermeintlichen Bindungsorte (N-Atome der 
Peptidbindungen fiir das Cu?, Peptidbindungen und eventuell CO O H- 
Gruppen bei gewissen EiweiBkérpern fiir Ni und Co?) durch Methylierung 
zu verringern bzw. ganz zu beseitigen. - 


Die geeignetste Substanz fiir diese Versuche ware Gelatine gewesen. 
da diese die charakteristischen Abweichungen des Metallbindungsvermégens 
gegeniiber beispielsweise dem Casein (s. oben) zeigt. Leider gelang es uns 
aber trotz mehrmaliger Versuche nicht, ein fiir unsere Zwecke brauchbares 
Praparat von Methylgelatine zu erhalten, da sich die gewonnenen Produkte 
wegen ihrer leichten Zersetzlichkeit in der Hitze fiir eine Methylimid- 
bestimmung nach der modifizierten Methode von Pregl? als ungeeignet 
erwiesen. Wir muBten uns also mit einer Verwendung von Methylcasein 
begniigen und konnten aus diesem Grunde nicht alle hierher gehdérigen 
Probleme untersuchen. 


1 DaB die NickeleiweiBverbindungen sicher zweiwertiges Ni(OH), 
enthalten, ergibt sich aus dessen Auftreten bei der Zersetzung dieser Substanz 
durch Dialyse. Vgl. III/3. — * Zwecks weiterer Klarung dieser Frage 
bei den entsprechenden Ni- und Co-Verbindungen des Biurets sind Vet 
suche im Gange. — * Vgl. A. Friedrich, Die Praxis der quant. organ. Mikro- 
analyse 1933, S. 151. 
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Wir arbeiteten mit Dimethylsulfat nach der Vorschrift von Edl- 
hacker) und verwendeten Casein (Hammarsten) als Substrat. 


Die Methoxyl- und Methylimidbestimmungen wurden von Frau Dr. 
Moser-Lieber am hiesigen Institut ausgefiihrt, wofiir wir ihr bestens danken. 

1. Da man im allgemeinen annimmt?, daB die Methylierung der 
KiweiBkérper am N vorwiegend in einer Besetzung der Peptidsticksto/fe 
besteht, so muiBte, wenn auch die Metalle an dieser Stelle gebunden sind 
(was aus verschiedenen schon friiher diskutierten Griinden®? — zu- 
mindest bei den Cu-Verbindungen — als sehr wahrscheinlich anzu- 
nehmen ist), der Eintritt der Methylgruppen durch das anwesende Metall 
beeintrachtigt werden. Dies ist nun tatsachlich der Fall. Die in dieser 
tichtung unternommenen Versuche wurden folgendermaBen ausgefiihrt : 

Je 4g Casein (Hammarsten) wurden in wenig Wasser aufgeschwemmt, 
durch Zusatz von 20 cem 30°,igem NaOH in Lésung gebracht, mit je 4g 
krist. CuSO, bzw. NiSO, und CoSQ, versetzt und mit Wasser auf ein 
Volumen von 200 cem gebracht. Die drei Ansaétze wurden im Luftstrom 
bis zur maximalen Farbstarke gemischt und sodann vom iiberschiissigen 
Hydroxyd filtriert. In je 25cem des Filtrats (entsprechend 0,5 g Casein) 
wurden Metallbestimmungen in der erwahnten Weise ausgefiihrt. Weitere 
140cem wurden durch Zusatz von 10cem Dimethylsulfat (Kahlbaum) 
tropfenweise unter kraéftigem Schiitteln methyliert*. Gleichzeitig wurde 
eine 2° ige Lésung von Casein (Hammarsten) in 3% igem NaOH hergestellt 
und in derselben Weise verfahren. Alle vier Lésungen wurden gleichzeitig 
und unter méglichst gleichen Bedingungen behandelt. 

Zur Isolierung der festen Produkte wurden die methylierten Lésungen 
gegen verd. HCI bis zur Metallfreiheit ® dialysiert, zur Trockne eingedampft 
und sodann der Gehalt an Methoxyl und Methylimid bestimmt. 


Wie aus der Tabelle V hervorgeht, wird durch das anwesende 
Metall die Zahl der eintretenden Methylgruppen verringert, und zwar 
fiir alle drei Metalle in demselben AusmaBe, nimlich um rund ein 
Drittel des urspriinglichen Wertes. Daraus ist offenbar zu schlieBen, 
da8 ein Drittel der dem CH, zuginglichen Plaitze durch das Metall 
besetzt ist. Da aber, wie friiher ausgefiihrt, als solche Platze fiir die 
CH,-Gruppen hauptsachlich die N-Atome der Peptidbindungen in 
Betracht kommen, kann man weiter daraus schlieBen, daB im Cu-, 
Ni- und Co-Casein ein Drittel dieser N-Atome an das Metall gebunden 


1 §. Edlbacher, Zeitschr. f. physiol. Chem. 107, 52, 1919; 112, 80, 1920. 

2 Vel. J. Herzig, ebenda 110, 111. — * F. Lieben u. H. Jesserer, diese 
Zeitschr. 285, 36, 1936. — 4 Methyliertes Cu-, Ni- und Co-Casein fallt aus der 
Lésung nach einigem Stehen als graugriiner bzw. gelber und brauner 
Niederschlag aus. — ® Um richtige Methoxyl- und Methylimidwerte zu 
erhalten, ist es unbedingt erforderlich, daB die zu analysierenden Pro- 
dukte méglichst frei vom Metall sind. Eine Anwesenheit von Metall stért 
- offenbar infolge sekundarer Reaktionen des Metalls mit der Jodwasser- 
stoffsaure —, und zwar in dem Sinne, da®B man zu hohe Analysenwerte erhalt. 
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Tabelle V. 





| Methoxyl Methylimid | 
N- Metall- | auf auf | | Korri- I 
Gehalt | gehalt pro | gleichem gleichem | Methyl- | gierte r 

in 0/, | 08 Casein} N-Gehalt | N-Gehalt | zahl Methyl- = Methy) 
°| in mg | berechnet | berechnet | zahl * zah 
| in %Jp in % | in 


Casein ‘ 1,85 2,75 21,5 27,6 
Cu-Casein .. 56,7 1,99 1,81 14,2 18,3 
Ni-Casein .. 26,4 1,54 1,76 13,9 18,0 
Co-Casein .. 17,3 1,74 1,78 14,0 18,0 

* Die nach Edibacher, Zeitschr. f. physiol. Chem. 107, 52, 1919, berechnete Methy!za} 


wurde, wie in unserer friiheren Arbeit, diese Zeitschr. 285, 36, 43, 1919, beschrieben. eine, 
Korrektur unterzogen. 


ist. Die tibrigen zwei Drittel sind offenbar frei und dem Meth! 
zuganglich. 

Dabei ist zu bemerken, daB es sich bei den zur Methylierung ve: 
wendeten Proben um gesdttigte Lésungen handelte, die auch bei wochen 
langem Stehen kein Metall mehr in die Eiweiiverbindung aufnahmen, 
obwohl — wie aus dem Obenstehenden hervorgeht — noch genug ,.freie 
Platze vorhanden waren. Eine Erklarung fiir diese Tatsache fehlt. 

Die O-Methylzahl wird durch das anwesende Metall — innerhall 
der Fehlergrenzen der Bestimmungsmethode — nicht beeinflubt. Die 
in Betracht kommenden Bindungsorte (COOH-, OH-Gruppen) scheinen 


also fiir das Metall // zumindest beim Casein — von keiner Bedeutuny 
zu sein. In weichem AusmaBe sie bei anderen EiweiBkérpern (Gelatine. 
Fibrin) von Bedeutung sind, konnten wir aus den oben angefiihrten 
versuchstechnischen Griinden nicht entscheiden. 


2. Hatten wir somit das Verhalten von eintretenden CH,-Gruppen 
gegentiber unverindertem EiweiB und den Eiweifmetallverbindunen 
gepriift, so war nunmehr der wmgekehrte Fall — das Verhalten von 
eintretendem Cu, Ni bzw. Co gegeniiber methyliertem Eiweif zu 
untersuchen. Wir gingen hierbei in folgender Weise vor: 


40 g Casein (Hammarsten) wurden in etwas Wasser aufgeschwemmt. 
durch Zusatz von 100cem 30°,ig. NaOH in Lésung gebracht, durch 
Zusatz von 50ccm Dimethylsulfat (Kahlbaum) tropfenweise unter stetem 
Schiitteln methyliert und schlieBlich auf ein Volumen von 1000 ccm gebraclit 
(= 4°.ige Caseinlésung in 3° ,igem NaOH). Dreimal je 50 cem diese! 
Lésung wurden mit l5cem 30° ,igem NaOH und je 20cem 10° ive! 
CuSO,-, NiSO,- bzw. CoSO,-Lésung versetzt und mit Wasser auf 200 ccm 
gebracht (= 1°,ige Metalleaseinlédsung). Diese drei Ansaétze wurden im 
Luftstrom bis zur maximalen Farbstarke gemischt, filtriert und 7 /: 
50 cem des Filtrats (entsprechend 0,5 g Casein) Metallbestimmungen aus 
gefiihrt. Der Rest der Lésungen (ungefihr je 140 emm) wurde geven 
verd. HCl bis zur Metallfreiheit dialysiert, sodann am Wasserbad ein 
gedampft und im gepulverten Riickstand N, Methoryl und Methylimid 
bestimmt. 
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Die Versuche lieferten folgende Ergebnisse: 


Tabelle VI. 





Korri- Metallge- 
oxyl ethyl-| gierte halt pro 
in | in / zahl |Methyl- | 0,5 g Casein 

0 0 zahl in mg, 
siemeiielaine ' bestimmt in 


bestimmt in der festen Substanz | der Lésung 


Meth- Methyl- 
imid M 


in Jp 
Anmerkungen 





Cu-Methyleasein | 10,7 0,20 1,87 16, 56,7 Unverindert 
Ni-Methyleasein 11,2 0,24 1,95 16,2) 22,4 14,4 Abnahme von 
44,8 /, 
= doppelte 
Methylzahl 


Co-Methyleasein 10,0 | 0,28 1,71 16,0 . 17,4 Unvertindert 


Die Hauptmenge der 4°%igen Methyl-Caseinlésung wurde gegen 
Wasser bis zur neutralen Reaktion dialysiert, sodann am Wasserbad 
zur Trockne gebracht und auf diese Weise das Methylcasein in fester 
Form isoliert. Dieses Produkt ergab folgende Analysenzahlen: 


Tabelle VII. 





Korri- 
gierte 
zahl Methyl- 
zahl 


Meth- Methyl- v 
oxyl  imid Methyl- 
in %9 in %Jp 


in %p Anmerkung 


Methyleasein .. 13,0 | 0,38 | 2,30 | 16,5 21,2  Abnahmedes N-Gehaltes gegen- 
s iiber dem nicht methylierten 
Casein von 18,7 °/9. 


Mit je 2g dieses Methyleaseins wurden, wie iiblich, Metallansatze von 
Cu, Ni und Co bereitet und sodann in 0,5 g entsprechenden Fliissigkeits- 
mengen Metallbestimmungen ausgefiihrt. Dabei ergaben sich folgende 
Werte: 
Tabelle VIII. 





Gefundene | Desgleichen Daraus || Metallmenge ai nia 
Metall- bei nicht | berechnete || auf 16 %/9 N besaaiinete 
mengen methyliertem) Abnahme || berechnet Abashme 
inmg | Casein in % | in mg Fiat 

56,7 18,8 56,6 0 


26,1 53,2 15,0 42,5 % 
: doppelte 
Methylzahl 


17,4 18,9 17,0 0 


3. Vergleicht man diese drei Tabellen miteinander, dann ergibt 
sich folgendes: Bereitet man die Metallansitze mit der methylierten 
Caseinlésung (wobei der Gesamt-N derselben unverandert bleibt), dann 
zeigt sich zuvérderst fiir Cu und Co keine Abnahme des Metallbindungs- 

27* 
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vermogens (Tabelle VI). Man kénnte annehmen, daB entweder in das 
Caseinmolekiil iiberhaupt keine Methylgruppen eingetreten sind, oder 
daB diese von ihren Platzen durch das eintretende Metall verdring: 
worden seien. Wie aber ein Vergleich mit der in gleicher Weise be. 
handelten reinen Caseinlésung ergibt (Tabelle VII), ist keines von 
beiden der Fall: Es sind Methylgruppen in das EiweiBmolekiil ein. 
getreten und sie wurden auch nicht durch das Metall verdrangt, sie 
sind vielmehr in dem Metallansatz in der gleichen Menge vorhanden, 
wie in der nicht mit Metall behandelten Kontrollésung; die Methy). 
zahl ist fiir alle vier Produkte — innerhalb der Fehlergrenzen — (i; 
gleiche. 

Hier besteht also gegeniiber den friiher beschriebenen Methylierunys. 
versuchen ein wichtiger Unterschied: Wahrend der Eintritt von CH,, 

Gruppen in das Eiwei8molekiil durch ein darin verankertes Metall 
gestort wird (Tabelle V), ist umgekehrt fiir den Eintritt von Cu oder (o 
die Anwesenheit von C H,-Gruppen belanglos. 

Anders sind die Verhaltnisse beim Nickel. Der Eintritt von Ni in 
das methylierte Molekiil wird gestért, jedoch nicht — wie man normaler. 
weise zu erwarten geneigt wire — in demselben AusmaBe wie Stellen 
durch das Methyl! besetzt wurden, sondern doppelt so stark. Die korrigierte 
Methylzahl fiir das Ni-Methyleasein betragt 22,4, d.h. 22.4% der 
Peptid-N-Atome sind durch CH, besetzt und fiir das Ni unzuginglich. 
Die Abnahme des Ni-Bindungsvermégens betragt aber nicht 22.4, 
sondern 44,8°, — also genau das Doppelte. Eine eingetretene CH,, 
Gruppe vermag also den Eintritt von zwei Atomen Ni zu verhindern. 

Bereitet man die Metallansitze aus einer Lésung des vorher in 
fester Form isolierten Methylceaseins (Tabelle VIII), dann beobachtet 
man scheinbar ein Abweichen von dem soeben geschilderten Verhalten. 
Die von 0,5 g Methylcasein aufgenommenen Mengen sind fiir alle drei 
Metalle gegeniiber dem nicht methylierten Casein herabgesetzt.  [s 
zeigt sich jedoch, daB durch das Verfahren der Isolierung auch der 
N-Gehalt herabgesetzt wurde!, und zwar in demselben Mabe, wie 
die prozentuale Abnahme des Bindungsvermégens fiir Cu und Co°. 
Rechnet man die erhaltenen Analysenzahlen auf den urspriinglichen 
N-Gehalt des Caseins von 16% um, dann bekommt man bei diesen 
beiden Metallen wieder die bekannten, fiir das Casein charakteristischen 


' Wir beobachteten bei allen dialysierten Proben eine gewisse Heral- 
setzung des proz. N-Gehalts. Offenbar entsteht diese durch Herausdiffun- 
dieren von relativ stickstoffreichen niedermolekularen Produkten. -~ * Wir 
haben diesen Umstand in unserer friiheren Arbeit, diese Zeitschr. 285, 3, 
1936, s. S. 43, iibersehen und eine Herabsetzung der Cu-Aufnahme dure! 
vorhergehende Methylierung des EiweiBkérpers angenommen. Unsere 
damalige Angabe ist daher zu berichtigen. 
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Metallwerte. Anders jedoch beim Nickel: Auch beim Umrechnen auf 
den urspriinglichen N-Gehalt bleibt eine deutliche Verminderung des 
Metallbindungsvermégens bestehen, und zwar betragt diese Ver- 
minderung in Prozenten wieder das Doppelte der korrigierten Methyl- 
zahi, 

Die Versuche iiber die Methylierung ergaben also zusammenfassend 
foluende Resultate: Die Anwesenheit von Metall im EiweiBmolekiil 
stort den Eintritt von CH,-Gruppen. Fiir die Aufnahme von Cu und Co 
ist die Anwesenheit von Methylgruppen an den Peptidbindungen 
(wenigstens bei diesem Grade der Methylierung von rund 20%) be- 
langlos. Der Eintritt von Ni in das Eiwei8 wird durch die Anwesenheit 
der CH,-Gruppen gestért. — Eine Erklarung fiir dieses so verschiedene 
Verhalten vermégen wir derzeit nicht zu geben. 


VII. Versuche mit Eisen. 

Neben diesen bisher beschriebenen Untersuchungen versuchten wir 
auch alkalische EiweiBverbindungen des zwei- und dreiwertigen Hisens 
in der erwahnten Weise herzustellen. Alkalische Lésungen von Casein 
und Witte-Pepton wurden mit Ferri- und Ferrosulfat versetzt und im 
Luftstrom bzw. im Wasserstoffstrom, unter Paraffin zur Vermeidung 
der Luftoxydation, waihrend mehrerer Tage gemischt. Die nach dieser 
Zeit erhaltenen Filtrate waren jedoch farblos bzw. zeigten sie die Farbe 
der urspriinglichen EiweiBlésung. Alle Proben auf Eisen waren — auch 
nach vorherigem Veraschen der Substanz mit konz. H,SO, — negativ. 
Alle Filtrate gaben aber eine deutliche Biuretreaktion. Eisen vermag 
also weder in der zwei- noch in der dreiwertigen Form unter den von uns 
gewihlten Bedingungen Verbindungen mit dem Eiweif einzugehen. 

Wir méchten das Verhalten einiger weiterer Metalle unter den 
geschilderten Bedingungen untersuchen. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird die Bereitung von Metall-Alkali-EiweiSverbindungen 
geschildert, deren charakteristische Eigenschaften besprochen werden. 


2. Bei der Dialyse wird die violette alkalische Kupfer- KiweiBlésung 
in eine blaue neutrale Lésung von gleichem Cu-Gehalt verwandelt, die 
rotbraune KobalteiweiBlésung bleibt neutralisiert bei gleichem Co- 
Gehalt und gleicher Farbe erhalten, wahrend die goldgelbe Nickel- 
eiweiBlésung unter Abscheidung von Ni(OH), irreversibel zerst6ért wird. 
Festes Cu-Casein wird mit Hilfe der Dialyse isoliert. 


3. Es wird fiir einige Proteine der Gehalt von Cu, Ni und Co in den 
Ansétzen und deren atomares Verhaltnis festgestellt. Das letztere 
ist bei den hochmolekularen Proteinen noch zum Teil durch rationale 
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Zahlen ausdriickbar, nicht aber bei Peptonen. An Hand der Verda jung 
von Gelatine wird an entnommenen Proben gezeigt, wie das einfach. 
Atomverhaltnis Ni zu Co im Laufe des EiweiBabbaues gestért wird 

4. Mit hoher Wahrscheinlichkeit ist das Nickel in der Eiwei(. 
verbindung zweiwertig, das Kobalt dreiwertig. 


5. Das Eintreten der Methylgruppen an den Stickstoff wird dire 
die Anwesenheit von Metall gestért, und zwar fiir Cu, Ni und (‘ jy, 
gleichem AusmaB. Die vorherige Anwesenheit von Methylgruppen ist 
dagegen fiir die Aufnahme von Cu und Co bedeutungslos, nicht aber fiir 
das Eintreten von Ni. Die Annahme, daf die Metalle in der Haupt. 
sache an die N-Atome der Peptidbindungen gebunden sind, bleibt 
weiter die wahrscheinlichste. 


6. Eine Reaktion zwischen Eisen und Eiweif findet unter unseren 
Versuchsbedingungen nicht statt. 
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Studien zur Biuretreaktion'. 
V. Mitteilung: 
(her die Biuretreaktion bei niedermolekularen organischen Substanzen. 
Von 
Richard Kretsechmayer und Hans Jesserer. 


(Eingegangen am 16. Juli 1937.) 


In einer friiheren Arbeit? waren die Biuretreaktionen des Biurets, 
Qxvamids und Malonamids untersucht und dabei gewisse allgemein 
giiltige GesetzmaBigkeiten festgestellt worden. Nach den in der er- 
wahnten Arbeit gewonnenen Erfahrungen ist die Biuretreaktion fol- 
gendermaBen zu charakterisieren: 

1. Unter Biuretreaktion ist die Faihigkeit verschiedener organischer 
Basen zu verstehen, in alkalischer Losung Cu(OH), unter Bildung einer 
rotvioletten Komplexverbindung zu lésen. 2. Die Farbreaktion besteht 
aus zwei Anteilen, einer roten und einer blawen Komponente. Die Halfte 
des von der Substanz aufgenommenen Kupfers ist in leicht abspaltbarer 
Form gebunden, nach dessen Entfernung ist die Farbe der Lésung 
rein rot. 3. Das der Reaktion zugrunde liegende Verhaltnis ist: 4 Mol 
organische Base: 2 Atomen Cu, wovon das eine Cu ,,rot,“* das andere 
blau* gebunden ist. — Farbreaktionen des Kupfers, welche nicht alle 
diese Bedingungen erfiillen, sind nicht als ,,Biuretreaktion’ zu_be- 
zeichnen. 

Unter diesen Gesichtspunkten: wurden verschiedene Substanzen 
untersucht, von welchen in der Literatur beschrieben wurde, daB sie 
mit Kupfersalzen die Biuretreaktion geben. 

Um zu streng vergleichbaren Ergebnissen zu gelangen, verwendeten 
wir die gleichen Versuchsbedingungen wie in unserer friiheren Arbeit. 
Gewogene Mengen der Substanz wurden in 6 %iger NaOH geloést, mit 
10% iger CuSO,-Lésung bis zum Ausfall von Cu(QH), versetzt und 
mit so viel Wasser aufgefiillt, wie einer schlieBlichen Laugenkonzentration 
von 3% NaOH entsprach. Die Lésung wurde mit dem Cu(OH),- 
Niederschlag einige Zeit kraftig geschiittelt und sodann vom iiber- 
schiissigen Hydroxyd durch Zentrifugieren befreit. In der so erhaltenen 
klaren Lésung wurden Farbstdrke, Farbton und Kupfergehalt® untersucht. 


1 Otto v. Firth zum 70. Geburtstag. — ? H. Jesserer, diese Zeitschr. 
287, 71, 1936. — * Zur Cu-Bestimmung wurden die alkalischen Lésungen 
mit verdiinnter H,SO, bis zur eben eintretenden sauren Reaktion versetzt, 
wobei die alkalischen Komplexverbindungen zerstért und das Cu als Ion 
frei gemacht wurde. Dieses Cu wurde sodann jodometrisch nach der 
Methode von De Haén und Low (F. P. Treadwell, 11. Aufl., 2, 581, 1930) 
bestimmt, 
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1. R.O. Herzog’ beschreibt die Biuretreaktion beim Histidin 


Wir fiihrten unsere Untersuchung folgenderma8en aus: 51,6mg Histidi, 
(Hoffmann-La Roche) wurden in 5cem 6% iger NaOH gelést, mit 5 cep 
10% iger CuSO,-Lésung versetzt, geschiittelt und zentrifugiert. Die ;; 
3cem Lésung (entsprechend '/;) Millimol Histidin) ausgefiihrte Cu. 
stimmung ergab 6,4 mg Cu. 

Unter unseren Versuchsbedingungen bindet also / Mol Histidi, 
1 Atom Cu. Die Farbe dieser alkalischen Verbindung ist tie///a, 
Histidin gibt keine Biuretreaktion ?. 

2. L. Tschugaeff* stellte eine Reihe von Kupferverbindungen des 
Succinimids her und stellt diese den Kupferverbindungen des Biurets 
als Homologe an die Seite. 

Wir untersuchten die Substanz in folgender Weise: 33,0 mg Succinimid 
(Merck) wurden mit 5ccem 6°,iger NaOH- und 5cem 10° iger Cus, 
Lésung versetzt, geschiittelt und zentrifugiert. 

Die Substanz gab unter unseren Versyehsbedingungen mit Kupfer 
keine Reaktion, die Lésung war farblos. Bei Zusatz von geringen CuS0, 
Mengen zu einer alkalischen Succinimidlésung tritt eine blawe Farbe aut 

Succinimid gibt unter unseren Versuchsbedingungen! keine Biuret. 
reaktion. 

3. M. Tomita® stellte eine Reihe von Oxyaminoverbindungen her 
und erweitert die sogenannte ,,Schiffsche Regel’‘® der Biuretreaktion 


indem er auch alle jene Substanzen als reaktionsfahig mit Kupfer 
unter Bildung der Biuretreaktion bezeichnet, welche im Molekiil eins 
-CH(OH)—CH, . NH,-Gruppe enthalten.- Wir untersuchten von 
solechen Koérpern das Serin und Colamin, welche beide nach Tomita 
eine typische Biuretreaktion’‘ geben sollen. 


35,0 mg Serin (Hoffmann-La Roche) wurden in 5 ccm 6° iger NaOH 
gelést, mit 5cem 10° ,iger CuSO,-Lésung verSetzt, geschiittelt und zentri 
fugiert. In 3 ecem der Lésung (entsprechend '/,) Millimol Serin) wurde ein 
Cu-Bestimmung ausgefiihrt. Sie ergab 3,2 mg Cu. 


2 Mol Serin binden also in alkalischer Lésung J Atom Cu. Dir 
Farbe der Verbindung ist tiefblau. 


211,0 mg Colamin (Hoffmann-La Roche) wurden mit 10 cem 30 °,iger 
NaOH und mit 10 ccm einer 10°, igen CuSO,-Lésung versetzt und mit 


1 R.O. Herzog, Zeitschr. f. physiol. Chem. 37, 248, 1902. — # Die von 

Herzog beschriebene Farbreaktion diirfte wahrscheinlich auf eiweiBartize. 
von der Isolierung herriihrende Beimengungen zuriickzufiihren sein. 
3 L. Tschugaeff, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 37, 1479, 1904; 40, 1973, 
1907. —- 4 Die von Tschugaeff gewahlten Bedingungen weichen aller 
dings betrdchtlich von den unseren ab. Ferner wurden von dem erwahnten 
Autor die Farben der festen Substanzen beschrieben. — °® M. Tomita, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 158, 42, 1926 und spatere Abhandlungen. Sieh 
bes. ebenda 201, 38, 1931. — °* H. Schiff, Liebigs Ann, 299, 236, 1893, s. 
S. 255, 
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Wasser auf ein Volumen von 100 cem gebracht. Das Gemisch wurde ge- 
schiittelt und zentrifugiert. Die in einem aliquoten Teil der Lésung 
ausgefiihrte Cu-Bestimmung ergab pro 122mg Colamin (= 2 Millimol) 
63.6 mg Cu. 


2 Mol Colamin binden in alkalischer Lésung J Atom Cu. Die 
Farbe der Verbindung ist ebenso wie die des Serins tiefblau. 


Wir kénnen also der von Tomita ausgefiihrten Erweiterung der 
Schiff schen Regel beziiglich der Oxyaminoverbindungen nicht beistimmen; 
nach unseren Untersuchungen gibt weder das Serin noch das Colamin 
cine Biuretreaktion’. 

4. Wir untersuchten ferner die Biuretreaktion beim Argininamid?, 
das uns von Herrn K. Dirr in Miinchen in liebenswiirdiger Weise zur 
Verfiigung gestellt wurde, wofiir wir ihm an dieser Stelle unseren er- 
gebensten Dank aussprechen. 

105,6 mg Argininamidchlorhydrat (C,H,,;N;O . 2 HCl. H,O, Mol.-Gew. 
264,11), entsprechend ‘/,, Millimol, wurden in 5 ccm 6°,iger NaOH gelést 
und mit 5cem 10°,iger CuSO,-Lésung versetzt, geschiittelt und zentri- 
fugiert. 

Die Farbe der Lésung war rotviolett, der Cu-Gehalt entsprach 
einem Zahlenverhaltnis von 2 Mol Argininamid : 1 Atom Cu. 


LaBt man eine solche violette Lésung 48 Stunden mit dem iiber- 
schiissigen Cu(OH), stehen, so farbt sich der Niederschlag schwarz, 
wahrend die Farbe der Lésung rein rot wird. Der Cu-Gehalt in einer 
solchen roten Lésung entspricht einem Verhaltnis von 4 Mol Basé 
: 1 Atom Cu. Das gleiche Verhalten hatten wir friiher beim Biuret 
beobachtet. Die Farbreaktion des Argininamids mit Kupfersalzen 
besteht also ebenso wie beim Biuret aus zwei Komponenten. Das gleiche 
Ergebnis lieferten auch andere, ebenso wie friiher beim Biuret (I. c.) 
ausgefiihrte Untersuchungen (,,Verdiinnungsversuch’, Stufenphoto- 
meter). Das Argininamid gibt also eine dem Biuret vollkommen analoge 
Biuretreaktion. 


Um zu bestimmen, welche Gruppen im Argininamid fiir die Reaktion 
mit dem Cu von Bedeutung sind, untersuchten wir ferner einige ver- 
wandte Substanzen. 


1 Setzt man zu einer alkalischen Colaminlésung eine nur geringe Menge 
von CuSQ,, dann bemerkt man vielleicht eine Spur von Rotstichigkeit in 
der blauen Lésung. Wahrscheinlich wurde diese Farbe von Tomita als die 
Biuretreaktion angesehen. Diese Farbe ist aber von der unter gleichen 
Bedingungen mit beispielsweise Biuret oder Malonamid erhaltenen weit 
entfernt und keineswegs als typische Biuretreaktion zu _ bezeichnen. 
Ebensowenig lieB sich das Vorhandensein von zwei Farbkomponenten er- 
weisen. (Vgl. hierzu unsere friihere Arbeit, diese Zeitschr. 287, 71, 1936, 
8. 75/76.) — 2 K. Dirru. H. Spath, Zeitschr. f. physiol. Chem. 287, 121, 1935. 
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69,6 mg Arginin (Base) (Hoffmann-La Roche) wurden in 5 ccm 6' 
NaOH gelést, mit 5cem 10°, iger CuS O,-Lésung versetzt, geschiittelt 
zentrifugiert. Die Farbe der Lésung war dunkelblau, die Cu-Bestimn 
ergab ein Verhaltnis von 2 Mol Arginin: 3 Atome Cu. La®t man die k 
Lésung 24 Stunden stehen, dann schlagt sich ein Teil des gebundenen 
Kupfers an der GeféBwand in metallischer Form nieder, und die Cu-|3 
stimmung ergibt sodann ein Verhaltnis von J Mol Arginin: 1 Atom (Cu. 
ebenso wie friiher beim Histidin. Vergleicht man die Farbstarken (1; 
molarer Lésungen der alkalischen Kupfersalze des Arginins und Histidin: 
im Kolorimeter, so erweisen sie sich als gleich. 


Ler 


ind 
ing 


are 


Freies Arginin gibt keine Biuretreaktion. 


Eine in gleicher Weise ausgefiihrte Untersuchung beim Guanidiy 
ergab ein negatives Resultat. Guanidin vermag in alkalischer Lésung /i» 
Kupfer zu binden. 


Desgleichen wurde das Verhalten von «-Monobenzoylarginin? unter 
sucht. Da die Substanz in Lauge schwer léslich ist, lie sich eine quantitativ: 
Cu-Bestimmung mit ihr nicht ausfiihren. Soviel jedoch aus qualitatirey 
Versuchen zu ersehen ist, gibt diese Verbindung keine Biuretreaktion. 

Das «-Monobenzoylargininamid gibt hingegen nach K. Dirr und 
H. Spidth (1. c.) eine deutliche Biuretreaktion. Das Vorhandensein einer 
freien ~-Aminogruppe im Argininamid ist also fiir das Zustandekommen 
der Biuretreaktion belanglos. 

Auch eine Beseitigung der freien COOH-Gruppe des Arginins 
durch Veresterung fiihrt nicht zum. Auftreten der Biuretreaktion®. 


Nach diesen Ergebnissen scheinen also im Argininamid nur cic 
‘NH, 
Guanidinrestes fiir die Kupferbindung in Betracht zu kommen. [ie 
Tatsache, daB Argininamid eine Biuretreaktion gibt, steht nun mit der 
seinerzeit von H. Schiff (1. c.) aufgestellten allgemeinen Regel der 
Biyretreaktion insofern im Widerspruch, als nach dieser Regel nur 
soleche Substanzen zu dieser Farbreaktion befahigt sein sollen, in welchen 
die beiden Gruppen —CO.NH, bzw. —C NE durch nicht mehr 
‘ NH, 

als ein Atom Kohlenstoff oder Stickstoff vereinigt‘‘ sind. Im Arginin- 
amid sind nun diese zwei Gruppen durch vier C- und ein N-Atom 
vereinigt und trotzdem gibt die Verbindung die Biuretreaktion. 


CO.NH,-Gruppe des Saureamids und die —C -Gruppe des 


Vielleicht ist dieser Widerspruch so zu erklaren, daB in diesem 


speziellen Falle durch sterische Lagerung der Kette — ahnlich wie es 
von Haworth bei den Hexosen angenommen wird — die endstandigen 


’ Guanidium carbonicum crystallisatum (Merck). — *® Auch dieses 


Praiparat wurde uns von Herrn K. Dirr, Miinchen, zur Verfiigung gestellt. 
® Uber diesbeziigliche Versuche mit dem Argininmethylester vgl. bei F. Lreber 
u. H. Jesserer, diese Zeitschr. 287, 84, 1936, 
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(.\tome einander in bezug auf das eintretende Kupfer bei einer gewissen 
Anzahl? von dazwischengeschalteten C-Atomen wieder gendhert er- 
scheinen. Die nach wie vor giiltige Schiffsche Regel wire also auf solche 
Spezialfalle zu erweitern. 

5. Wir untersuchten ferner ein von Herrn Y. Tazawa, Tokio, in 
licbenswiirdiger Weise uns zur Verfiigung gestelltes Praparat von 
Argininanhydrid?, wofiir wir ihm an dieser Stelle unseren besonderen 
Dank aussprechen méchten. 

20,5 mg d-Argininanhydridtetrahydrochlorid wurden in 5cem 6°, iger 
NaOH gelést, mit 5cem 10°, iger CuSO,-Lésung versetzt, geschiittelt und 
zentrifugiert. 

Die Farbe der Lésung war rotviolett, ihr Cu-Gehalt entsprach dem 
Verhaltnis J Mol Argininanhydrid (= 2 Mol Arginin): J] Atom Cu. 
Argininanhydrid gibt die Biuretreaktion. 

Auch diese Tatsache steht mit der Schiffschen Regel insofern im 
Widerspruch, als nach dieser die beiden reagierenden Gruppen ,,nicht 
in ringférmiger Bindung‘‘ vereinigt sein diirfen. Fiir das Arginin- 
anhydrid diirften aber ahnliche Uberlegungen wie fiir das Argininamid 
gelten. Auch hier diirften die beiden Gruppen fiir das eintretende 
Kupfer benachbart liegen. 

Nach unseren Untersuchungen lieBe sich also die seinerzeit von 
H. Schiff angegebene allgemeine Regel der Biuretreaktion in folgender 
Weise erweitern: Mit Kupfersalzen die Biuretreaktion einzugehen, sind 
alle jene Substanzen befahigt, welche mindestens zwei —CO.NH,,-, 

CS.NH,- oder —C=_, 
NH, 
in benachbarter Stellung enthalten. 


-Gruppen in bezug auf das eintretende Cu 


Zusammenfassung. 


In der vorliegenden Arbeit werden auf Grund unserer Erfahrungen 
die Kriterien der Biuretreaktion fiir niedermolekulare organische 
Substanzen festgestellt. Auf Grund derselben wird der positive oder 
negative Ausfall dieser Reaktion fiir einige in der Literatur angefiihrte 
Stoffe nachgepriift. Dabei gelangen wir zu einer Modifikation der 
seinerzeit von Schiff fiir die Biuretreaktion solcher Stoffe aufgestellten 
Regel. 


1 Ahnlich wie das Argininamid gebaute Verbindungen mit weniger 
dazwischen gebundenen C-Atomen geben nach Schiff (l. ec.) keine Biuret- 
reaktion. — * Vgl. Y. Tazawa, Acta Phytochimica Vol. VIII/2, 8. 331, 
1935. 








Ist das Hornhautepithel des Frosches geeignet zum Nachweis 
mitogenetischer Blutstrahlung? 
Von 
W. Brenner. 



















(Aus der Universitaétskinderklinik Miinchen.) 
(Eingegangen am 29. Juni 1937.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Messung der mitogenetischen Strahlung ist leider vorerst noch 
miihsam und zeitraubend. Dazu kommt noch die Ungenauigkeit 
einzelner biologischer’ Verfahren, wie das Arbeiten mit Hefeaufschwem- 
mungen und Bakterienkulturen beweist. Eine weit empfehlenswertere 
Methode erschien nach den Veréffentlichungen von Salkind und Pono- 
marewa' die Benutzung von Hornhautepithel als Detektor. Die beiden 
Autoren haben festgestellt, da& die Mitosenzahlen einer bestrahiten 
Froschcornea gegeniiber der unbestrahlten sich mit gr6éBter Gesetz. 
maBigkeit Aandern im Sinne einer Vermehrung oder Verminderung der 
Mitosen je nach der Zeitdauer der Bestrahlung. Als Strahlenquelle 
diente ihnen ein Fibrin-Trypsingemisch. ,,Da das Regime der Cornea 
ein sehr bestandiges ist, so erhalter wir stets die elben Ergebnisse, wie 
oft der Versuch auch wiederholt sein mag‘ (Salkind u. Ponomarewa). 
Wir haben zunachst versucht, das Blut gesunder Kinder, die sich 


auf unserer Freiluftabteilung aufhielten, mit diesem Verfahren auf mito- 
genetische Blutstrahlung zu untersuchen. 
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Unsere Versuchsanordnung lehnt sich an die-von Salkind und Ponomu 
rewa angegebene an. 

' Zur Verwendung kamen Rana esculenta und Rana temporaria, und 
zwar Sommer- und Winterfrésche. Die frisch gefangenen Frésche wurden 
im Laboratorium bei Zimmertemperatur in einem Becken unter dauerndeim 
ZufluB von Leitungswasser mehrere Wochen vor Versuchsbeginn ohne 
Pie jegliche Nahrung gehalten. 

Das Blut wurde mittels eines Schneppers aus der Fingerbeere ent- 

nommen und mit einer Pipette aufgezogen; die Gerinnung verhinderte ein 

Zusatz von Magnesiumsulfat im Verhaltnis von ungefahr 1: 10 einer 4°, igen 

Lésung zur Blutmenge. Das Blut lieBen wir in einen kleinen Trog flieBen. 

iiber den dann das zu bestrahlende Auge gebracht wurde. Der Abstand 

von Strahlungsquelle und Detektor betrug in allen Versuchen 5 bis 6 mm, 

' die Bestrahlungsdauer in allen Versuchen 3 Minuten. -— Vor Bestrahluny 
wurden die Frésche narkotisiert. Anfangs verwendeten wir dazu Ather; als 

besser erwies sich jedoch eine 25°,,ige wasserige Lésung von Athylurethan, 
von der dem Tiere 4ccm unter die Bauchhaut gespritzt wurden. Das 
Narkotisieren der Frésche hat den Vorteil, daB man nicht genétigt ist, 


* Salkind u. Ponomarewa, Radiobiologia Archivio internat. Venezia I, 3. 
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kiinstlich den Frosch daran zu verhindern, das Auge wahrend des Versuchs 
zu schlieBen; denn in Athylurethannarkose bleiben die Lider weit geéffnet. 
Eine Beeintrachtigung des Mitosenablaufs durch die Narkose ist wohl 
nicht anzunehmen und ist auch in unseren Versuchen nicht zum Vorschein 
yvekommen. Die mechanische Verhinderung des Lidschiusses mit‘els eines 
Gestells, wie Salkind und Ponomarewa mitteilen, birgt die Gefahr der 
Beriihrung und damit der mechanischen Reizung oder Verletzung der 
Cornea in sich. DaB durch eine solche der Gang der Mitosen in der Cornea 
stark beeinfluBt werden kann, hat Frederikse! in seinen Versuchen gezeigt. 
Auch die Abpraparation der Nickhaut hat sich aus den denselben Griinden 
nicht bewahrt. 

Nach vollendeter Bestrahlung wurde das Tier sofort dekapitiert. Der 
Kopf fallt in die Fixierungsfliissigkeit (75°, Alkohol plus 5°, Essigséure) 
und bleibt darin 50 bis 60 Minuten liegen. Dann wurde der ganze Kopf 
mehrere Stunden lang in flieBendes Wasser gebracht (am besten iiber 
Nacht). Beide Hornhaéute wurden unter Wasser vorsichtig herausprapariert, 
in Hamalaun gefarbt, durch Alkohole und Xylol in Kanadabalsam gebracht, 
auf dem Objekttrager gevierteilt und mit Deckglas bedeckt. 

Mit einem starken Trockensystem (Binokulires Mikroskop Zeiss, 
Tubus 40, 0,65, 0,17 und Okular: fiinfmal) wurden dann die Mitosen der 
ganzen Cornea ausgezihlt. Die Auszihlung der Priparate erfolgte immer 
so, daB der Beobachter nicht wuBte, ob er ein bestrahltes oder ein un- 
bestrahltes Objekt vor sich hatte. Wichtig ist bei der Auszahlung, daB 
durch sténdiges Spielen mit der Mikrometerschraube alle Schichten des 
Cornealepithels erfaBt werden. So wurden die Praparate Zeile fiir Zeile 
durchgezahlt. 


Zahlung. Es wurde in unseren Versuchen der Vorgang der Mitose 
zur vergleichenden Zahlung in zwei Erscheinungsgruppen geteilt. Die 
Priparate wurden zunachst nach den allgemein iiblichen vier Stadien 
ausgezihlt: I. Spirem (Prophase, also die Knauelstadien, und Metakinese, 
die Umordnung der Chromosomen). II. Metaphase (Mutterstern und 
Aquatorialplatte). III. Diakinese (Stadien der Anaphase oder der 
Tochtersterne). IV. Telophase (Stadien der Tochterknauel und Tochter- 
kerne). 

Nach Bernhard Schneider? hat diese Einteilung den Vorteil der 
Unterscheidung von Stadien der Chromosomenbewegung gegeniiber 
Phasen ohne wesentliche kinetische Zustandsanderung. Es ist anzu- 
nehmen, daB die Bewegungsstadien anders auf mitogenetische Beein- 
flussung von auBen reagieren als die ohne kinetische Zustandsanderungen 
oder gar als das in Teilungsbereitschaft befindliche, unter dem Mikroskop 
nicht zu erkennende ,,Prospirem*. 

Um genauen Einblick in die durch Bestrahlung hervorgerufenen 
Anderungen im Ablauf der Mitose zu gewinnen, ware es also notwendig, 
simtliche Phasen im bestrahlten und unbestrahlten Auge miteinander 
zu vergleichen, wie dies Salkind und Ponomarewa auch getan haben. 
Aus folgenden Grinden sind wir diesen Autoren nicht gefolgt: 


1 A. M. Frederikse, Zeitschr. f. Zellforseh. u. mikrosk. Anatomie 6, 1928. 
2 Ebenda 17, 255, 1933. 
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Strittige Figuren machen in manchen Praparaten eine ganz be. 
trachtliche Anzahl aus. Besonders die Erkennung einer ausgebildetey 
Form einer Aquatorialplatte ist manchmal recht schwer. Figuren de: 
Metakinese kénnen sehr ahnliche Bilder machen. Ein sicheres Merk a! 
fiir die ausgebildete Aquatorialplatte ist, daB die Chromosomen in dic 
Aquatorialebene der Teilungsfigur zu liegen kommen, die senkrecht 
zur Spindelachse steht. Dies ist mit dem obengenannten Trocken 
system nicht immer sicher zu erkennen, auch nicht bei sehr wuter 
Farbung. Daf eine Verwechslung von Figuren der Metakinese mit cer 
Aquatorialplatte sehr leicht vorkommen kann, geht aus der Arbeit 
von Bernhard Schneider hervor, wo bewiesen wird, daB von manchen 
Autoren Chromosomenanordnungen schon als Aquatorialplatte be. 
zeichnet worden sind, die gewiB noch zur Umordnung gehoren. Ahnlich 
ist es mit dem Ubergang der Diakinese zur Telophase. Nicht immer 
kann die beginnende Protoplasmaeinschniirung deutlich erkannt werden 
Da unsere Versuche mit eindeutigem Effekt (Tabelle III), wie aus dem 
Folgenden zu ersehen ist, dartun, da Spirem und Aquatorialplatte 
einerseits, Diakinese und Telophase andererseits sich immer gleichsinniy 
aindern, haben wir die obengenannte Gliederung des Teilungsvorganges 
zur vergleichenden Zahlung vorgenommen: 


Stadium I = Spirem plus Aquatorialplatte, 


Stadium II = Diakinese plus Telophase. 


Damit haben wir jene strittigen Figuren als Fehlerquelle ausgeschlossen, 


Etwas Weiteres ist zur Verminderung von Zahlfehlern noch von be 
sonderer Wichtigkeit: Salkind und Ponomarewa teilen mit, daB sie bei den 
Zahlungen von dem Stadium ausgehen, auf dem deutlich zu sehen ist, «ati 
der Kern die Teilung angetreten hat. Nun sind aber die Ubergange vom 
ruhenden Kern zum _ ,,deutlich erkennbaren” Teilungsbeginn“ gleichsam 
flieBende. Das feine Geriistwerk des ruhenden Kerns aus Chromatin selien 
wir auf einzelne Punkte des Chromatinnetzes sich zusammenziehen. Las 
deutliche Erkennen dieses Vorganges 1aBt natiirlich jedem Beobachte: 
einen ziemlich groBen Spielraum. Wir begannen deshalb die Zahlung dann. 
wenn wir bei der Zusammenschoppung des Chromatins bereits die Bildung 
eines Chromosoms in Form eines kleinen Fadens erkennen konnten. W 42! 
dies noch nicht der Fall, so wurde die Teilungsphase, obwohl sie deutlicli 
als solche zu erkennen war, noch nicht mitgezahlt. Wir haben derart eine 
scharfe Grenze des Zahlungsbeginns gewonnen. Ebenso scharf muB8 natiirlich 
auch umrissen werden, wann die Zahlung aufzuhéren hat. Bei Salhin/ 
und Ponomarewa lesen wir: ,,Zur Telophase wurden die Vorgainge vom 
Beginn der Protoplasmaeinschniirung bis zum TeilungsabschluB gerechnet. 
Wir haben, wie auch Frederikse, dann nicht mehr gezahlt, wenn aus en 
Klumpen retrahierenden Chromatins der neuen Kerne keine einzelnen Aus- 
laufer mehr vorsprangen. 


Mit Ausnahme einiger Versuche, bei denen wir uns bemiihten. 
alle Phasen nach Méglichkeit voneinander abzugrenzen, haben wir also 
zur Vermeidung von Fehlern registriert die Erscheinungsgruppen von 
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der Erkennung eines Chromosomenfadens bis zur ausgebildeten Aqua- 
torialplatte einerseits und vom Auseinanderriicken der Chromosomen 
bis zum oben definierten TeilungsabschluB andererseits. 

Selbstverstandlich ist, daB immer bei gleicher kiinstlicher Beleuchtung 
gezahlt wurde. Wegen der Gefahr der Ermiidung bei diesem sehr miihsamen 
und anstrengenden Zahlvorgang wurde nie langer als 2 Stunden hinter- 
einander taglich ein oder zweimal gezahlt. 


Mitogenetischer Effekt. Nach Gurwitsch' ist die Zahl der jeweils in 


Teilung befindlichen Zellen immer dem Verhiltnis 


; proportional. 


T 
(/’ = Zeitabstand vom TeilungsschluB bis zu einer neuen Teilung, 
t=- Dauer der Mitose selbst). Aus diesem Verhiltnis ergibt sich, dab 
eine Vermehrung der Mitosenzahl sowohl bei Hemmung (== Verlangerung 
des Mitosenablaufes) als auch bei Verkiirzung (= Stimulierung der 
Interkinese) auftritt; eine Verminderung der Mitosenzahl entsprechend 
bei umgekehrtem Verhalten. Aus ihren Versuchsergebnissen schlieBen 
Salkind und Ponomarewa, da®B bei kurzdauernder Bestrahlung der 
Cornea die Zunahme der Mitosen auf Hemmung des Teilungsvorganges, 
eine Verminderung auf seine Stimulierung zuriickzufiihren sei. 


Wir haben in unseren Versuchen bei Pluseffekten (Vermehrung der 
Mitosenzahl) gerade die friihesten Stadien der Mitose besonders ver- 
mehrt gesehen, umgekehrt eine besonders auffallende Verminderung 
dieser friihen Teilungsfiguren bei Minuseffekten (Verminderung der 
Mitosenzahl), so daB wir doch annehmen wollen, daf aus dem ,,Pro- 
spirem“ Zellen, die kurz vor dem Teilungsbeginn stehen, durch Strahlen- 
reiz zum beschleunigten Ubertritt in die Prophase angeregt oder um- 
vekehrt daran verhindert werden. Wir fanden, im Gegensatz zu Salkind 
und Ponomarewa, bei 3 Minuten dauernder Bestrahlung neben Plus- 
effekten deutliche Minuseffekte, welch letztere von den genannten 
Forschern hauptsachlich bei 5 Minuten dauernder Bestrahlung ge- 
funden wurden. Gurwitsch selbst hat jedoch mitgeteilt, daB je nach 
Jahreszeit, Jntensitat der Strahlung und sonstigen Versuchsbedingungen 
sich die Zeiten verschieben kénnen und statt Pluseffekten Minuseffekte 
auftreten kénnen und umgekehrt.*‘ 


DaB die Intensitét der Strahlung bei jedem Versuch eine ver- 
schiedene sein kann, ist klar, besonders bei Bestrahlung mit Blut. Von 
Bedeutung ist uns bei unseren Ergebnissen nicht, ob nun bei Bestrahlung 
mit einem Plus- oder Minuseffekt reagiert wird, sondern nur, ob an dem 
bestrahlten Auge ein Effekt iiberhaupt auBerhalb der Fehlergrenze 
nachzuweisen ist, d.h. ob das Blut irgendeines Kindes strahlt oder 
nicht strahlt. 


! Monographie ,,Die mitogenetische Strahlung**. Berlin, Julius Springer, 
1932. 
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Versuchsergebnisse. 


Zur Ermittlung der Zahlifehlergrenze haben wir eine Reihe yon 
Kontrollzihlungen vorgenommen. 3 bis 5 Monate nach der ersten 
Zahlung wurde das Praparat ohne Kenntnis der erstmalig erziciter 
Ergebnisse nochmals durchgearbeitet, und zwar die Stadien I und [] 
gesondert gezahlt. Aus der Tabelle I ersehen wir eine Durchschnitts. 
fehlerzahl von 8,5°%. Wenn wir unseren Ergebnissen den dreifachen 
mittleren Fehler zugrunde legen, ergibt sich eine Zahlfehlergrenze yon 
rund 25°%,. Alle Zahlen innerhalb dieser Grenze wurden als Nulleffekte 
gewertet. (Neun Frésche, die sehr wenig Mitosen ihrer Cornea auf. 
wiesen, haben wir wegen der Gefahr falscher Ergebnisse bei zu kleinen 
Zahlen von unserer Versuchsreihe ausgeschaltet. ) 


GemaB der uns gestellten Aufgabe, das Blut von Kindern auf 
mitogenetische Strahlung zu priifen, insbesondere eine ,,Tageskurve’ 
der Blutstrahlung aufzustellen und die Abhangigkeit z. B. von Fieber- 
anstieg oder -abfall, von Hunger, Ermiidung usw. zu priifen, haben wir 
zunachst das Blut gesunder Kinder zu verschiedenen Tageszeiten unter- 
sucht. Zur Sicherung der Ergebnisse haben wir stets Parallelunter- 
suchungen vorgenommen; z. B. morgens beim niichternen Kinde Blut- 
entnahme und Bestrahlung eines Tieres, kurz darauf nochmals Blut- 
entnahme und Bestrahlung eines zweiten Tieres. 


Die Ergebnisse entsprechen nun keineswegs unseren Erwartunyen 
Bei ein und demselben Kinde muBten wir neben deutlichem Strahlungs- 
vermégen bei weiteren Untersuchungen ein ebenso deutliches (vorerst 
noch unerklarliches) Fehlen der Blutstrahlung feststellen (Tabelle 1\). 
Beispiel : 


Morgens niichtern eine deutlich nachweisbare Strahlung (470° 
Kontrolle 383°,,); eine halbe Stunde nach dem Friihstiick fehlende Blut- 
strahlung (5°,, Kontrolle 7°,), 3 Stunden nach dem Friihstiick wieder 
nachweisbare Blutstrahlung (38°, Kontrolle 38°); nach dem Mittagessen 
wiederum fehlende Strahlung (18%, Kontrolle 11°,); 3 Stunden nach 
dem Abendessen Blutentnahme; Effekt 68°, Kontrolle 73°; 10 Minuten 
spiter fehlende Strahlung (5°,, Kontrolle 9°,). 


Bei so befremdenden Ergebnissen erschien uns der Nachweis der 
Strahlung mit dieser Methode keineswegs zuverlassig, und unsere 
Arbeit muBte auf eine Uberpriifung der Methode als solcher ab- 
zielen. 


Eine bekannte Strahlenquelle ist das Fibrin-Trypsingemisch. Wi: 
haben bei 37°C Fibrin (Blutfibrin. 2. Merck, Darmstadt) und Trypsin 
(Fibrin. puri sice. Griibler, Leipzig) ungefaihr im Verhaltnis 20: 1 gemisclit, 
und 3 Minuten danach, wenn soeben deutliche Zeichen von Verdauung ces 
Fibrins vorhanden waren, das linke Auge eines Tieres 3 Minuten lang be- 
strahlt. Wie aus Tabelle V zu ersehen ist, erzielten wir trotz sicher vor- 
handener Strahlung keineswegs immer einen nachweisbaren Effekt. Das 
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Verhaltnis von nachweisbarem Effekt zu fehlendem Effekt ist 1,2: 1 
ahnlich unseren Versuchen mit Blut, bei denen wir ein Verhaltnis von 1,4: 


1 
antrafen. 

Diese widerspruchsvollen Ergebnisse finden ihre Erklarung in 
unseren Versuchen an unbestrahlten Hornhauten (Tabelle VI). Wir 
gingen von der Voraussetzung der Gleichheit der Mitosenzahlen in der 
rechten und linken Cornea eines Tieres aus. Auch die friiheren Unter- 
sucher scheinen dies als selbstverstandlich vorausgesetzt zu haben; 
jedenfalls fanden wir nirgends in der Literatur Vergleichszahlen von 
rechter und linker Cornea beziiglich der Mitosenzahl. Frederikse gibt 
zwar an, daB in seinen Versuchen bei der Auszahlung von 15 willkiirlich 
verteilten Gesichtsfeldern pro Cornea sich fast immer eine sehr groBe 
Ubereinstimmung zwischen rechts und links ergeben habe. Nur 15 Ge- 
sichtsfelder miteinander zu vergleichen (bei einer Zahl von 50 bis 200 
Gesichtsfeldern in einer Cornea) ist unserer Meinung 
nach schon sehr unzureichend. 


Etwas anderes triibt diese Ergebnisse noch er- Conjunktive 
heblich. Immer wieder sahen wir bei der Durchsicht 
der Praparate besonders mitosenreiche und besonders 
mitosenarme Regionen in einer Cornea. Wir dachten Z Schnitt- 
erst an einen Zusammenhang mit verschiedener Be- ~— 
lichtung der Cornea; da8 z. B. beim sitzenden Tiere antes 
der obere Teil der Cornea starker dem Licht ausge- Abb. 1. 
setzt sei als der untere, der ja auch noch oft vor- 
iibergehend von der Nickhaut bedeckt ist. Wir trennten deshalb, um 
oberen und unteren Teil der Cornea im Praparat erkennen zu kénnen, 
bei der Abpraparation am oberen Teil der Cornea einen ziemlich breiten 
Rand von Konjunktiva mit ab, am unteren Teil dagegen schnitten wir 
hart am Limbus entlang (siehe Abbildung 1). 


Tabelle II gibt dariiber AufschluB, daB die Mitosenzahlen in den 
oberen Teilen der Cornea meist bedeutend gréBer sind als in den 
unteren. 


oben 





Die verschiedene Beleuchtung spielt dabei aber keine Rolle; dies lieB 
sich dadurch ausschlieBen, daB wir einen Teil der Tiere wochenlang im 
Dunkeln hielten und die Versuche bei kiinstlichem Licht ausfiihrten. Wir 
glauben vielmehr, daB namlich vielleicht der Nachschub des Epithels nicht 
konzentrisch von allen Seiten her erfolgt, sondern von oben nach unten. 

Wir sehen also, da8 zur Vermeidung von Fehlern die ganze 


Cornea ausgezahlt werden muB. 

Wie aus Tabelle VI hervorgeht, stimmen die Mitosenzahlen der 
Cornea eines Tieres keineswegs immer rechts und links vollstandig 
iiberein, sondern es bestehen oft ganz erhebliche, weit auferhalb der 

Biochemische Zeitschrift Band 292. 28 
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Zihlfehlergrenze liegende Differenzen!. Dies zeigt besonders das folgende 
krasse Beispiel: 

Versuch 5 (Tabelle VI) weist zwischen rechts und links eine Mitosey. 
differenz von 59 bzw. 55°, auf. Reagiert das Tier auf Bestrahlung des 
linken Auges mit einem Pluseffekt, so wird sich die Differenz natiirlich 
noch weiter erhéhen; wir wiirden von einem deutlichen Effekt sprechen. 
Reagiert dagegen das Tier mit einem Minuseffekt, so werden die Mitosen- 
zahlen sich einander nahern, der Unterschied vielleicht sogar bis inner- 
halb die Fehlergrenze herabsinken. 

Es ergibt sich also, daB das Cornealepithel eines Frosches sich zu 
sicheren Nachweis der Blutstrahlung nicht eignet. 


Zusammenfassung. 


1. Das Blut gesunder Kinder, wie auch eine kiinstliche mitogene- 
tische Strahlenquelle (Fibrin-Trypsingemisch) erzielen an der bestrahlten 
Froschcornea eine Vermehrung oder Verminderung der Mitosen,_bis- 
weilen auch gar keine Wirkung. . 

2. Vergleichende Zahlungen der Mitosen der Hornhaut ohne jede 
Bestrahlung ergaben oft erhebliche Unterschiede zwischen rechts 
und links. 

3. Zu einem sicheren Nachweis vorhandener oder fehlender Blut- 
strahlung im Einzelfall ist daher das» Cornealepithel des Frosches nicht 
geeignet. 

4. Trotzdem liefert das Verhaltnis der Mitosendifferenzen saimt- 
licher bestrahlten gegeniiber allen nicht bestrahlten Tieren.einen Beweis 
fiir den Einflu8 von mitogenetischen Strahlen auf den Ablauf der 
Hornhautmitosen. Die Differenz betrug ohne Bestrahlung 21%, nach 
Bestrahlung 44°. re 

Auszug aus den Tabellen. 
Aus Tabelle I: Zahlfehlergrenze ermittelt aus Kontrollzahlungen. 
Beispiel 1. 1. Zahlung: 128 ) 
2. 2 131 
2. 1. Zahlung: 123 | 
3 ‘ 99 | 
. Zahlung: 448 | 
A vp 500 | 


Fehler 2°,. 
Fehler 25%. 


Fehler 15°. 


1 Wir halten es bei einigermaSen guter Farbung und ausreichender 
Ubung fiir unméglich, Leukocyten oder Degenerationserscheinungen mit 
Mitosen zu verwechseln. Herr Prof. Romeis (fiir dessen liebenswiirdigen 
persénlichen Rat wir auch an dieser Stelle verbindlichst danken) (Anat. Inst. 
Miinchen) hatte die Freundlichkeit, in unsere Praparate Einsicht zu nehmen 
und konnte feststellen, daB8 die Mitosen durchweg gut zu erkennen sind 
und eine Verwechslung mit den vereinzelt auftretenden Leukocyten aus- 
geschlossen ist. 
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Aus 11 Kontrollzihlungen errechnet sich ein Durchschnittsfehler von 
Der dreifache mittlere Fehler betragt rund 25°,. 


Tabelle II. Cornea in obere und untere Halfte geteilt. 
Beispiele : 

Stadium I Stadium IT 

Oben: 155 95 

Unten: 75 41 

Oberi: 319 121 

Unten: 214 97 

Oben: 467 349 

Unten: 267 163 

Oben: 89 4] 

Unten: 13 3 
13 Versuche ergaben das gleiche. Beispiel 1 und 3: Mitosenzahlung 

nach wochenlangem Aufenthalt der Versuchstiere im Dunkeln. 


Tabelle III. Gleichsinnige Anderung von Spirem und Aquatorial- 
platte einerseits, Diakines und Telophase andererseits. 
U = unbestrahit, B = bestrahlt. 
Beispiele: ul 
S A D 
U = 507 17 221 84 
B = 302 6 175 46 
U = 403 147 159 21 
B = 146 38 68 12 
U = 326 4 139 81 
B = 707 16 330 182 
Versuch 1 = Bestrahlung mit Fibrin-Trypsingemisch, Versuche 2 
und 3 = Bestrahlung mit Blut. 
Sechs weitere Versuche zeigten das gleiche Ergebnis. 


Tabelle IV. Bestrahlung mit Blut. 
1. Kind D. Rekonvaleszent von Nephropathie, 12 Jahre. Erste Blut- 
abnahme morgens niichtern (Rana temp.). 
Stadium I Stadium II 
U= 229 
B = 1302 
Zweite Blutabnahme 15 Minuten spater (Rana temp.). 
U= 666 4] 
B — 1025 | Plus 54% 58 
Gleiches Kind. Am gleichen Tage erste Blutabnahme eine halbe Stunde 
nach dem Friihstiick (Rana temp.): 
U 364 229 4 
B 383 | plus 5°, aaa t plus 7 
Zweite Blutabnahme 40 Minuten nach dem Friihstiick: 
U= 450 
B= 494 


plus 470°, ing plus 383°, 


“+ plus 40°, 


oO 
0 


plus 10°, ao minus 7°) 
28* 





eg 2 aia 
pagent lito Ns a aa nese 
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Gleiches Kind, gleicher Tag. Erste Blutabnahme 3 Stunden nach dem 
Frihstiick (Rana temp.): 
Stadium I Stadium II 
U=731) _. . 450 ) 
B = 450 | minus 38°, 287 | minus 38% 
Gleiches Kind. Zweite Blutabnahme 10 Minuten spater: 
U = 281 172 
ae 433 | plus 54°, 271 plus 57‘ 
Gleiches Kind, gleicher Tag. Erste Blutabnahme 2 Stunden nach dem 
Mittagessen (Rana temp.): 


“ = mo plus 18°, = minus 11°, 


10 Minuten spiter zweite Blutabnahme: 


5 f | 
_ be: od. minus 10°, “ minus 19% 


Gleiches Kind, gleicher Tag. 3 Stunden nach dem Abendessen erste 
Blutabnahme (Rana temp.): 
U = 339 


js 47 
yee aa? minus 68 % . o] minus 73% 


Zweite Blutabnahme 10 Minuten spater 0 temp.): 
U = 839 390 7: 
B = 87 = plus 5% pool plus 9°, 
2. Kind F. Schwachsinn, 3 Jahre alt. 30 Minuten nach dem Mittag- 
essen erste Blutabnahme (Rana temp.): 
U= — 336 
B = 532 


219 
“ plus 57°, oo plus 16°, 
10 Minuten spater zweite Blutabnahme (Rana temp.): 
J= 88 : 67 ‘ 
“ ~~ a minus 19°, 49} minus 27°, 


15 weitere Versuche (Bestrahlung mit Blut von technischer Assistentin 
und gesunder Kinder) ergaben ahnliche Resultate. 


Tabelle V. Bestrahlung mit Fibrin-Trypsingemisch. 
Stadium I Stadium II 


. U = 330 
U oe slus 160°, — lus 133% 
B 723 | I 512 | P 


= . ii re plus 36% ay plus 58%, 


oe eee a 
“ ~~ Me minus 8% oo minus 9% 


“me 8 0 ; , 
Ms at se plus 5% nly plus 3% 


Acht weitere Versuche ergaben Ahnliches. 
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Tabelle VI. 
Vergleichszahlen von rechter (Re) und linker (Li) Cornea. 
Stadium I Stadium IT 

1. Re = 120) pice oa 67 
Li = 93} Diff. 23°, 84 

. Re = 344) _. 189)... 
Li = 247 | Diff. 28% a Diff. 

. Re = 293 | ... 138 } 
Li = 391 | Diff. 83% 149 | 

. Re 78 | 
Li = 87} 


. Re = 128) .... eno 49)... 
Li = 205 | Diff. 59°, 75 | Diff. 


Diff. 25%, 


Diff. 


8 23)... 
Diff. 12° Ps Diff. 


14 weitere Versuche fiihrten zu ahnlichen Ergebnissen. 
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Beitrag zur Zerstérung des Follikelhormons beim Kaltbliiter’. 
Von 
Paul Engel und Ernst Navratil. 
(Aus der I. Universitaéts-Frauenklinik in Wien.) 


(Eingegangen am 17. Juli 1937.) 


Frank, Goldberger und Spielmann fanden als erste, daB weibliches 
Sexualhormon, welches Kaninchen in gr6éBeren Mengen injiziert worden 
war, schon nach wenigen Stunden aus dem KO6rper verschwand, wobei 
nur geringste Spuren der injizierten Hormonmenge im Harn aus- 
geschieden wurden. Diese Forscher kamen daher zu dem SchluB, da8 
das Hormon im Korper entweder zerstért oder in eine unwirksame 
Form umgewandelt wird. Ebenso fanden Robson und seine Mitarbeiter, 
daB injiziertes Follikelhormon aus dem menschlichen Organismus nach 
kurzer Zeit verschwindet. Silberstein, Engel und Molnar stellten Unter. 
suchungen tiber die Zerst6rung ‘von Follikelhormon in vitro an, indem 
sie die Hormonlésung zu Leberbrei zusetzten, wobei 80 bis 97%, des 
zugesetzten Hormons zerstért wurden. Zondek fand in analogen und 
erweiterten Versuchen gleichfalls eine Zerstérung von Follikelhormon 
durch die Warmbliiterleber ; er dehnte diese Untersuchungen aber auch 
auf Kaltbliiter aus und fand, da auch Froschleberbrei 80°, des zu- 
gesetzten Follikelhormons zerstért. Wurde lebenden Fréschen Follikel- 
hormon injiziert, so fiel auch dieses in kurzer Zeit der Zerstérung anheim. 
4k Schon nach 30 Stunden waren im K6rper der Frésche sowie im Wasser, 
a6 in welchem dieselben gehalten worden waren, nur mehr geringe Reste 

der injizierten Mengen des Wirkstoffs nachweisbar. Zondek ist im An- 
schluB an seine gemeinsam mit von Euler durchgefiihrten Untersuchungen 
der Meinung, daB es sich um eine Zerstérung durch ein Ferment handelt, 
welches von der Leber erzeugt wird. 

Da bisher Versuche an Kaltbliiterleber nur mit Leberbrei, nicht aber 
am tiberlebenden Organ angestellt wurden, schien es uns von Interesse, 
einerseits diese Untersuchungen durchzufiihren, andererseits an he- 
patektomierten Fréschen zu priifen, ob beim Kaltbliiter nur die Leber und 
kein anderes Organ Follikelhormon zerstért. 

In einer ersten Versuchsreihe wiederholten wir im wesentlichen den 
Versuch Zondeks. 

: Um einen etwaigen Einflu8 der Verainderungen des Sauregrades mit 
: in Rechnung stellen zu kénnen, wurde bei diesen Versuchen der py-Wert der 
Gesamtlésung bestimmt. Die Versuche wurden an weiblichen Ranae 


esculentae durchgefiihrt. Wir wollen zwei solche Versuche genauer wieder- 
geben: Die Leber eines weiblichen Frosches (Gewicht der Leber 1,81 g) 


' Otto v. Fiirth zum 70. Geburtstag. 
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wurde in einer kleinen Reibschale mit reinem Quarzsand zerrieben, dann in 
ein Praparatenglas tiberfiihrt und mit 10ccm Kaltbliiter-Ringerlésung 
versetzt. Hierauf wurden 100 ME. Follikelhormon (Unden) in wasseriger 
Losung zugesetzt, gemischt und hierauf das py der Gesamtmischung zu 6,65 
bestimmt. Nun wurde das Gefa8 verschlossen und 24 Stunden bei Zimmer- 
temperatur stehengelassen. Nach dieser Zeit war py = 6,29. 

Aus dem Gemisch wurde nun das Follikelhormon mit Aceton und 
\ther in der iiblichen Weise extrahiert und an kastrierten weiblichen Mausen 
ausgewertet. Wir konnten einen Verlust von 75%, des Follikelhormons 
feststellen. 

Bei einem weiteren analogen Versuch mit einer Froschleber (Gewicht 
derselben 0,89 g) war der pxu-Wert in 24 Stunden von 6,50 auf 6,30 abge- 
sunken, der Verlust an Follikelhormon betrug gleichfalls 75%. 

Zur Kontrolle wurden Versuche genau der gleichen Art mit Muskeln 
derselben Frésche angestellt. Die Versuchsanordnung war dieselbe wie bei 
den Leberversuchen. In dem einen Versuch wurden 4,77 g Muskulatur 
verwendet. ° 

Im Gegensatz zur Leber wurde das Gemisch bei 24stiindigem Stehen 
nicht saurer, sondern alkalischer, der px-Wert stieg von 6,19 auf 6,36 an. Die 
Auswertung im Allen-Doisy-Test ergab keinen Verlust von Follikelhormon; 
es konnten also die gesamten 100 ME. aus dem Gemisch mit Aceton und 
Ather extrahiert und nachgewiesen werden. 

In einem zweiten Versuch mit Muskelbrei war gleichfalls eine leichte 
Veranderung des py nach der alkalischen Seite hin festzustellen (px 6,19, 
nach dem Stehen pu 6,36). Auch in diesem Versuch war keine Zerstérung 
von Follikelhormon feststellbar. 

Bei einer Wiederholung dieser Versuchsreihe mit Leber- und Muskelbrei 
wurden statt 100 ME. 200 ME. Follikulin zugesetzt. Auch hier zerstérte 
die Leber 75°% des zugesetzten Wirkstoffes, der Muskelbrei iibte keine 
zerstorende Wirkung aus. Insgesamt wurden je drei derartige Versuche mit 
Leber- und Muskelbrei mit dem gleichen Ergebnis angestellt. Wurde der 
das Follikelhormon enthaltende Leberbrei 48 Stunden statt 24 Stunden bei 
Zimmertemperatur gehalten, so betrug die Zerstérung des Follikelhormons 
maximal 90°, der zugesetzten Follikelhormonmenge. 


Wir kénnen also die Beobachtung Zondeks, daB die Kaltbliiterleber 
ebenso die Fahigkeit besitzt, Follikelhormon zu zerstéren, wie die des 
Warmbliiters, durchaus bestatigen. Wir stellten uns nun die Frage, ob 
nur die intensive Einwirkung des Leberbreis eine Zerstérung des Follikel- 
hormons bewirke, oder ob auch die intakte Leber im Durchstrémungs- 
versuch bei kiirzerer Einwirkung (Silberstein, Engel und Molnar hatten 
die Zerst6rung von 80%, des zugesetzten Follikelhormons durch die 
Hundeleber schon nach 100 Minuten feststellen kénnen) imstande sei, 
das Hormon unwirksam zu machen. Fee, Marrian und Parkes hatten 
bei Durchstr6mungsversuchen im Herz-Lungen-Nierenpraparat eine 
weitgehende Zerstérung des Oestrins feststellen kénnen. Nach der 
Meinung dieser Autoren sollte das Oestrin hauptsachlich in der Lunge 
zerstért werden, wahrend Zondek der Leber als Bildungsstatte des 
follikulinzerstérenden Ferments die Hauptrolle fiir das Unwirksam- 
werden des Follikelhormons zuschreibt. 
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Die Versuche wurden in folgender Weise ausgefiihrt: Der Frosch wiirde 
durch Nackenschnitt und Zerstérung von Gehirn und Riickenmark getétet, 
Hierauf wurde die Bauchhéhle eréffnet und in die Vena portae eine diinne 
Kaniile eingefiihrt, an welche mittels eines Schlauches eine Mariotte sche 
Flasche angeschlossen war. In dieselbe waren vorher 100 ccm einer Fo]li- 
kulin- (Unden-)lésung (100 bzw. 200 ME. Follikulin in 100cem Ringer. 
lésung) eingefiillt worden. Die Leber wurde hierauf exstirpiert und mit de: 
Follikulinlésung durchstrémt (in 10 Minuten ungefahr 20 cem). Die Lésung 
wurde in jedem Versuch dreimal durch die Leber geschickt. Sowohl vor als 
auch nach der Durchstr6mung kam die Follikulinringerlésung im Allan. 
Doisy-Test zur Auswertung. 

In zwei Versuchen wurden die Lebern mit einer Ringerlésung, die in 
100 cem 100 ME. Follikulin enthielt, durchstr6émt, in zwei weiteren Ver- 
suchen kam die doppelte Follikulinkonzentration zur Anwendung. 


In keinem einzigen Versuch konnte mit dieser Versuchsanordnung 
ein Verlust an Follikelhormon festgestellt werden, der Follikelhormon- 
titer der Lésung blieb vielmehr vollkommen unverindert. Die Leber 
vermag also bei Durchstrémung in der geschilderten Art kein Follikel- 
hormon zu zerstéren. Wir kénnen auf Grund dieser Versuche nicht ent- 
scheiden, ob dies darauf zuriiekzufiihren ist, daB die Einwirkung der 
isolierten Leber auf die Lésung von zu kurzer Dauer war, oder ob die 
inaktivierende Substanz nur bei Zerst6rung der Struktur der Leberzellen 
frei wird. 

Durch Untersuchungen von Frank, Goldberger und Spielmann. 
ferner von Robson war nachgewiesen, daB das Follikelhormon bei Warm- 
bliitern zerstért wird. Zondek wies dies — wie bereits angefiihrt — fiir 
den Frosch nach. 

Wir wiederholten diese Versuche Zondeks, indem wir Fréschen in einem 
Falle 1000, in drei weiteren Fallen je 500 ME. einer wasserigen Unden- 
lésung in den Lymphsack injizierten. Nach 48 Stunden wurden die Tiere 
getétet, feinst zerkleinert und Alkohol-Ather-Acetonextrakte aus denselben 
hergestellt. Ebenso wurde auch das Wasser, in welchem sich die Aus- 
scheidungen der Tiere befanden, untersucht. In allen Fallen konnte ent- 
sprechend den Befunden von Zondek eine Zerstérung von mehr als 93°, des 
zugesetzten Follikelhormons festgestellt werden. 

Um die Frage beantworten zu kénnen, ob tatsachlich ausschlieBlich 
die Leber die Fahigkeit besitzt, das Follikelhormon zu zerstéren, hepat- 
ektomierten wir Frésche und fiihrten dann mit denselben die gleichen 
Versuche aus. 

Die Hepatektomie wurde in leichtester Athernarkose durchgefiihrt. 
Nach Eréffnung der Bauchdecken wurden die LebergefaBe ligiert und die 
Leber sorgfaltig entfernt. Hierauf wurden die Bauchdecken durch Nahte 
geschlossen. Die solcherart operierten Tiere iiberleben meist die Operation 
mehrere Tage. 

Nach der Operation wurden dem Tiere sogleich 500 bzw. 1000 ME. 
Follikelhormon in den Lymphsack injiziert und die Tiere gleichfalls nach 
48 Stunden getétet und in der gleichen Weise wie die normalen Tiere aus 
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vewertet. Um eine genaue Kontrolle zu haben, wurde immer ein Versuch 
am hepatektomierten Tier gleichzeitig mit einem Versuch am normalen 
Tier durehgefiihrt. 

Es ergab sich, daB auch beim entleberten Tier in allen Fallen mehr 
als 93% des zugefiihrten Hormons verschwanden, wobei selbstverstand- 
lich wieder der Gesamtextrakt aus den Tieren sowie das Wasser, in dem 
sich die Tiere befanden, untersucht worden waren. 

In diesen Versuchen konnten wir also die von Zondek beschriebene 
Inaktivierung des Follikelhormons im Kaltbliiterorganismus bestatigen. 
Hingegen sprechen unsere Versuche nicht dafiir, daB der Leber als 
einzigem Organ die Fahigkeit der Zerst6rung des Follikelhormons zu- 
kommt, da auch das leberlose Tier Follikelhormon zu zerstéren vermag. 
Es ist also wohl anzunehmen, daB auch andere Organe den zerstérenden 
Stoff, nach Zondeks Ansicht das inaktivierende Ferment, zu erzeugen 
vermégen. Es wire allerdings auch denkbar, daB8 das zerstérende 
Ferment nur von der Leber produziert, aber auch in anderen Organen 
gespeichert wird, doch ist hierfiir bisher keinerlei Beweis erbracht 
worden. Die Untersuchung am Froschmuskel zeigt jedenfalls, daB nicht 
alle Organe den Follikelhormon zerstérenden Stoff enthalten. 


Zusammenfassung. 


1. Froschleberbrei zerstért mehr als 75°%, zugesetzten Follikel- 
hormons, durch Muskelbrei wird das Hormon hingegen nicht inaktiviert. 

2. Bei Durchstrémung der Froschleber mit einer Follikulinlésung 
konnte kein Verlust an Follikelhormon festgestellt werden. 

3. Der lebende normale, ebenso wie der hepatektomierte Frosch 
zerstért im Verlaufe von 48 Stunden mehr als 93°, des in den Lymph- 
sack injizierten Follikelhormons. 
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